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1. 緒言 
本研究の目的は、受容体による情報生成とその処理機構を理解することである。
これらの典型例は，味覚やストレスである。たとえば、最高級のフルーツを口にし
た時、「美味しい」という味覚を感じると同時に一種の快感を覚える。おそらくこ
の時、そのフルーツの外観を目で確認し、フルーツの良い匂いを嗅ぎ、舌で極上の
味を感じた刺激が、視覚、嗅覚および味覚のそれぞれの受容器に繋がる感覚神経を
介してそれぞれの信号として脳に伝えられ、脳では伝えられた信号を総合的に情報
処理して美味しいという感覚が生じている。さらに、脳では過去の記憶などを参照
しながら、その味覚刺激が自分にとって非常に良い刺激であることを感じ取って、
側坐核などの部位を刺激して快感を生じる。 
逆に、美味しそうと思っていたフルーツがまずかった場合、舌の感覚は「まずい」
という情報を脳に伝え、脳では場合によってはこれを嫌悪刺激として捉え、記憶す
る。例えば、外観は美味しそうな甘柿のように見える渋柿を、うっかりかじってし
まった場合にそのようなことが起きる。このような場合には、脳内に伝わった視覚
情報と視覚情報から期待された味覚情報と異なる味覚情報が伝わったことにより、
脳内で刺激を受ける部位や刺激の種類が異なるかもしれない。 
このような例に漏れず、生体は、外界からの様々な刺激を種々の感覚器によって
受容し、受容した刺激を感覚器に投射する神経細胞の興奮に変えて脳に伝達し、脳
では伝達された刺激を総合的に処理することによりその刺激の対象について把握
し、適切な対応を取る。具体的な感覚刺激としては、視覚、聴覚、触覚、味覚、嗅
覚、などの「五感」があり、それぞれの刺激に対する感覚器は異なり、刺激受容や
受容した刺激の中枢神経系での処理システムは共通する部分と刺激に依存して特
異的な部分があると思われる。それぞれの刺激の受容機構は解明されつつあるが、
信号の処理過程については、未だ不明な点も多い。 
実生活の場面では、五感のうちの複数の刺激を同時に受容するケースが多く、刺
激を受容する際には、非常に複雑な信号の処理が行われている。刺激の内容につい
ても、単純に対象が特定できるもの以外に、精神的なストレスといった、実態を特
定しにくい刺激を受容することもある。精神的なストレスも、最初にうけるストレ
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ス刺激は、おそらく恐怖や不快を惹起させるような視覚、聴覚、触覚などの感覚刺
激が基になっていると思われるが、その刺激が恐怖や不快といった感情を生じさせ、
それが脳内で不快な刺激として記憶され、刺激自体を受けない時でも、記憶された
不快な刺激を意識下、無意識下に思い出すだけで脳内では不快な刺激を受容した時
と同じ反応を引き起こしてしまうのではないかと推測する。 
このような精神的ストレスが加わり続けると、ヒトはうつ病や不安障害という精
神疾患を発症することがある。精神疾患の原因には遺伝的な要素の関与もあるかも
しれないが、環境要因、特に何らかのストレス刺激が加わることもある。うつ病や
不安障害などの精神疾患の罹患率は比較的高く、これらの疾患を治療する薬剤が望
まれるが、現時点ではまだ不十分である。そのような治療薬を考える上では、スト
レス刺激を受容した後の神経調節機構について解明していくことが必要である。 
刺激受容とその神経処理のメカニズムは複雑であり、全容を解明するのは非常に
難しい。刺激受容のメカニズムの一端を知るためには、感覚受容器が外界からの刺
激を受容してその刺激を受容して神経活動に変えて符号化して脳に送るプロセス
と、符号化された刺激の信号を脳で受け取り処理するプロセスに分けてその仕組み
を考えていくことが最初の道筋と思われる。 
そこで、まず受容体が受容した刺激情報を脳に送る仕組みを調べる目的で、刺激
受容から神経伝達の過程に未解明な部分の多い味覚の受容を題材として取り上げ、
味覚の刺激受容および神経調節機構について調べることにした。 
次いで、脳に送られた刺激情報に対する神経調節機構に関しては、セロトニン神
経活動に影響を及ぼす抗不安薬の薬効発現機序の解明研究とリンクさせ、ラットに
ストレスを負荷した時のセロトニン神経系の活動性と対応する行動変化を調べ、ス
トレス刺激の受容に対するセロトニン神経系の調節機構、特にセロトニン 1A
（5-HT1A）受容体を介した調節機構について調べることにした。 
その結果、味覚の場合は、味細胞が生成する味情報は、その味細胞がもつ味物質
受容体に対応した味神経線維によって中枢に送られることを明らかにした。また、
複合的な感覚刺激であるストレス刺激を受容した時の対応としては、中脳縫線核か
ら内側前頭前野に投射しているセロトニン神経の活動が亢進することを明らかに
した。このような結果をあえて一般化すると、外部感覚を受容する細胞は、その細
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胞に特化した神経線維によって脳へ運ばれること、ストレス刺激に対しては、セロ
トニン神経系がその興奮性を変化させることにより対応すること、が示唆された。 
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2. 味神経線維興奮性の味物質受容体依存性 
2.1  序論 
外界の刺激を感覚受容するには、その刺激を受容器が受け取るプロセスと、受け
取った刺激を受容器が感覚神経を興奮する信号に変えて脳に送るプロセスが必要
となる。この時、特定の感覚刺激の情報が、脳の特定部位にある神経の興奮を引き
起こすようなメカニズムがあり、その刺激を認知している。 
嗅覚あるいは視覚といった感覚器官は、刺激を受け取る受容器を持つ細胞自体が
神経細胞となっており、受容した刺激が細胞の興奮に変換され、その情報がそのま
ま脳に伝えられる。そのため、感覚神経線維の興奮が脳の特定の部位の神経系に伝
わることによって感覚刺激が認知される。それぞれの感覚神経線維がどのように刺
激を受容するかについては議論の余地があるが、各感覚神経の情報が一定のパター
ンを持って脳の受容部位に伝わることにより、その刺激として認識される。 
味覚の場合も同様の機序によって、味物質を受容したことによる各味神経線維の
興奮が一定のパターンをもって脳の受容部位に伝わり、認識される。嗅覚の場合と
の違いは、味覚の受容器を持った味細胞の興奮は、何らかの二次メッセンジャーを
介して伝達物質の放出を起こして味神経に情報を伝達する点である。味覚の受容器
がある舌は、直接体外の様々な物質と接触するため、物理的あるいは化学的な障害
を受ける可能性が高い。ラットでは、味細胞の寿命は 11 日程度と言われており
（Beidler LM and Smallman RL, 1965）、味細胞は味神経とのシナプス形成を繰り返
すことになる。しかしながら、ある味神経線維が支配する味細胞の持つ味物質受容
体が、味細胞が入れ替わる度に変わってしまうと、その味神経線維の興奮の度合い
を味物質の情報として受容している脳では混乱を来してしまうことになる。すなわ
ち、もしも、味細胞と味神経線維の対応関係がランダムに築かれるのであれば、1 ヶ
月前にある味物質で舌を刺激した時に脳が受け取る味神経線維の情報のパターン
が、1 ヶ月後には同じ味物質による刺激であっても異なってしまうことになる。し
かしながら、我々は同じ味はずっと同じ味として認識することができる。したがっ
て、味神経線維は特定の味細胞を見つけてシナプス形成をするといった神経支配を
しているはずであるが、そのような実態についてはまだ詳細は明らかになっていな
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い。そこで、本研究においては、味神経線維分枝が特定の味細胞を選択して支配し
ているかということに焦点を当て、味覚受容に関する調節機構について研究するこ
とにした。 
 
2.1.1  味覚とその受容器について 
味覚には、甘味、塩味、酸味、苦味およびうま味という 5 つの基本味があり、食
べ物の味は、これらの基本味と痛覚（辛味）、匂い、食感、油脂および温度などが
組み合わさって感覚される。基本味以外の成分も味覚には非常に重要であるが、味
覚受容のメカニズムを考えて行く上では、基本味に限定して考えることにする。 
これらの基本味を受容する受容体は、味蕾に存在する味細胞に発現している。遺
伝子技術を用いたアプローチにより、それぞれの基本味の受容体が解明されつつあ
り、それぞれの基本味に対して、特定の構造を持った受容体が存在することが示さ
れてきている。 
甘味を受容する受容体は、T1R2 受容体および T1R3 受容体と呼ばれる G タンパ
ク質共役型受容体（GPCR）がヘテロ 2 量体を形作り、糖や人工甘味料などの甘味
物質を受容する（Damak S et al., 2003; Delay ER et al., 2006; Nelson G et al., 2001; 
Ohkuri T et al., 2009; Zhao GQ et al., 2003）。 
うま味については、甘味の場合と似ているが、受容体が少し異なり、T1R1 受容
体および T1R3 受容体がヘテロ 2 量体を作りアミノ酸を受容している（Damak S et 
al., 2003; Delay ER et al., 2006; Nelson G et al., 2002; Zhao GQ et al., 2003）。  
苦味については、やはり GPCR である T2R 受容体が苦味物質の受容体として働
いており、少なくとも 30 個ほどの T2R の遺伝子があると考えられている（Adler E., 
2000; Chandrashaker J et al., 2000）。 
塩味については GPCR ではなく、上皮性ナトリウムチャネル（epithelial sodium 
channel: ENaC）と呼ばれるチャネルを介して Na+などのイオン流入により味細胞が
興奮し、味神経にその興奮を伝えることなどによると考えられている
（Chandrashaker J et al., 2010; Heck GL et al., 1984）。酸味については、
polycystic-kidney disease-like ion channel（PKD2L1）と呼ばれるチャネルを介して H+
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の流入により味細胞が脱分極し、その情報を味神経線維に伝える（Huang AL et al., 
2006; Huang YA et al., 2008）。これら、基本味の受容体について図 2-1 にイメージ
図を示した。 
 
 
 
図 2-1 哺乳類の基本味の受容体 
   
 図 2-1 に示したように、うま味や甘味などの GPCR 型の受容体は、II 型細胞と
呼ばれる味細胞に発現している（Chaudhari N and Roper SD, 2010; Kinnamon SC, 
2012; 2013; Roper SD, 2007）。II 型細胞では、味神経と直接シナプスを形成してお
らず、受容体を味物質が刺激した際に、細胞内の小胞体より Ca2+を放出し、これに
より細胞膜が脱分極して ATP を傍分泌によって放出する。放出された ATP が味神
経を刺激して情報を伝達すると考えられている（Kinnamon SC, 2013; Roper SD, 
2013）。 塩味や酸味の受容体は、III 型細胞に発現している（Chaudhari N and Roper 
SD, 2010; Kinnamon SC, 2012; 2013; Roper SD, 2007）。Na+あるいは H+などのイオン
が III 型細胞の細胞内に流入することにより脱分極が起こり、エクソサイトーシス
によって細胞内の小胞よりセロトニンなどの伝達物質が放出される。この伝達物質
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がシナプスを形成している味神経線維を興奮させて情報を脳に伝達する
（Kinnamon SC, 2013; Roper SD, 2013）。 
味細胞から味神経線維への情報伝達の過程は、まだ未解明な部分は多いが、それ
以外にも味覚の情報伝達に関して不明な部分は存在する。カニクイザルの鼓索神経
線維を単線維に分け、それぞれの線維より味刺激の応答を取った場合、図 2-2 の模
式図のように、それぞれの味神経線維ごとに味物質に対する反応性が異なっている
（Sato M et al., 1975）。このような対応関係は、偶然に発生しているのか、それと
もある特定の対応関係を取っているのかはまだ解明されていない。しかしながら、
序論で述べたとおり、おそらくは特定の対応関係を取るように味神経線維による味
細胞の支配が行われていると推測する。 
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図 2-2 カニクイザルの味神経単線維の各種味刺激に対する応答イメージ 
Sato M et al. 1975、J Gen Physiol 66: 781-810 を参考にイメージ図を作成。鼓索神経の単線維の
各種味刺激に対する反応（インパルス数）を取ると、同じ単線維では反応の強い味物質が異なっ
ている例が多い。すなわち、味神経線維によって反応しやすい味物質が異なっている。 
 
そのように考える理由について、以下に述べる。味覚情報の認知に関しては、特
定の味を感じる味細胞がその味物質を受容した際の情報を特定の味神経に送り、そ
の味神経からの情報を処理することによりその味を認識すると考える「labeled-line
説」がある（Gordon G et al., 1959）。もう一つの説としては、それぞれの味細胞は
いくつかの味物質に応答するが、その応答の強さが味物質の種類によって異なり、
伝達する味神経の総合的な応答パターンを情報処理することによりその味を認識
するという「across-fiber pattern 説」がある（Pfaffmann C, 1959; Erickson RP, 1963; 
Smith DV et al., 2000; Caicedo A et al., 2002）。それぞれの説のイメージを図 2-3 に
示した。 
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図 2-3 Labeled-line 説および across-fiber pattern 説の概念図 
Labeled-line 説では、各味神経線維は特定の味物質の情報を伝えるために特化していると考
える。塩味情報伝達に特化した味神経線維が甘み刺激によって味神経応答を生成しても、脳で
は塩味の情報として脳で処理されることになる。一方、across-fiber pattern 説では、脳がすべて
の味神経線維の発火パターンを統合的に処理し、味覚を決定する。 
 
Labeled-line 説に従えば、例えば、塩味に対する受容体を持つ味細胞は、塩味の
刺激を受けた場合には強く反応し、味神経線維がその情報を脳に伝達し、脳は塩味
として認識する。一方、この味神経線維は甘味刺激を受けた場合はあまり強い応答
を示さないが，中枢はこの甘み物質に対する応答も塩味として認識する（図 2-3
左上）。一方、甘味の受容体を持つ味細胞は、塩味の場合とは異なる味神経線維を
利用して脳へ情報を送る。この味神経線維は、塩味には強い応答を示さないが、中
枢はこの応答を甘味として認識する（図 2-3 左下）。Across-fiber pattern 説の場合
は、全味神経線維が作り出す応答パターンを問題とする。味神経を介して脳に伝達
された情報のパターンは味物質ごとに異なり、図 2-3 右上のようなパターンであれ
ば塩味として認識し、図 2-3 右下のようなパターンであれば甘味として認識する。 
塩味
味細胞 味神経インパルス
味細胞 味神経インパルス
甘味
塩味
甘味
味細胞 味神経インパルス
塩味
甘味
味細胞 味神経インパルス
塩味
甘味
Labeled‐line 説 Across‐fiber pattern 説
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図 2-2 の模式図に示されるように、単一味神経線維の中には、特定の味物質に対
し圧倒的に大きな応答を示す場合が多数認められる。このため、labeled-line 説の方
が実態に近いように思われるが、まだ両者どちらが妥当かということに結論は出て
いない。 
2.2  味物質受容体に対する味神経支配について 
Labeled-line 説あるいは across-fiber pattern 説のいずれの方式で味物質の情報を脳
に伝達するにしろ、味細胞が入れ替わった時に特定の味神経線維に入力される味物
質の情報が変化してしまうと、脳に伝えられる情報パターンが変化してしまうこと
になる。例えば、図 2-3 左上の塩味に反応する受容体を持った味細胞が甘味に反応
する味細胞に入れ替わってしまうと、情報を伝達される味神経線維は変化していな
いため、それまで塩味の情報を伝達していた味神経線維が甘味を与えた時に興奮し
て脳に情報を伝えたとする。その場合、刺激を受けた味物質は甘味であるのにもか
かわらず、脳では塩味の情報を伝えていた味神経線維から情報を伝達されたため、
塩味の情報が来たと勘違いしてしまう。すなわち、情報の交錯が起きてしまうこと
になる。実際には、そのような味覚の混乱は通常起こらないことを考えると、特定
の味神経線維は、特定の味受容体を発現する味細胞を選択して神経支配しているこ
とが予想される。そこで、味神経線維の味物質受容体の支配について調べることに
した。 
 
2.3  ウシガエルにおける単一の味物質に対する多重受容部位の代替分布および選択
的神経支配 
前述のように、哺乳類、カエルおよび魚類の単一の味覚神経線維は、おおよそ選
択的に味物質に反応することが知られている（Frank M, 1973; Hanamori T et al., 
1990; Kiyohara S et al., 1985; Kusano K, 1960; Michel W and Caprio J, 1991; Ninomiya 
Y and Funakoshi M, 1988; Pfaffmann C et al., 1979; Sato M et al., 1975）。単一の味神経
束は、分岐し、異なる味細胞を支配しているにもかかわらず、その味神経線維が投
射している味神経細胞は、味刺激に対し選択的な反応を示す。これらの結果は、同
一の神経線維の分枝は、異なる味細胞にある同一の味受容体を支配しているという
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ことを示している。すなわち、各味神経線維の分枝は味細胞を区別して選択的な神
経支配をしている。私は、異なる味細胞を区別して神経支配している味神経線維は、
後述するように電気生理学的特性に差があり、その特性を調べることで味神経線維
を特定できるのではないかと考えた。 
カエルの主要な味覚受容器は、10 個程度の有髄神経および数個の無髄神経に神
経支配される味覚円盤である（Osculati F and Sbarbati A, 1995; Sato T et al., 1983）。
味覚円盤は、茸状乳頭の先端にあり、哺乳類の味蕾よりも大きいがその構造は類似
している。ウシガエル（Rana catesbeiana）では、単一の味神経の分枝が、7 個ほど
の味覚円盤に分布している（Hanamori T et al., 1990）。そのため、味刺激によって
発生した味神経束の活動電位は脳に伝達されるだけでなく、近接した異なる茸状乳
頭にある味覚円盤にも逆行性に伝達される。逆行性の活動電位は、吸引電極で茸状
乳頭を吸引することにより細胞外で記録できる（Kitada Y, 1990; Rapuzzi G and 
Casella C, 1965; Sato T et al., 1987; Yoshii K and Matui T, 1994）。 
逆行性、順行性に限らず、活動電位は活動電流を生成する。 活動電位や活動電
流は、まとめて神経スパイク、神経インパルスなどと呼ばれている。本論文では、
活動電流を神経インパルスと呼ぶことにする。Na イオンや K イオンの平衡電位の
制約を受けるため、活動電位の大きさは細胞間でそれほど大きな違いはない。しか
し、神経インパルスの大きさは神経の直径やイオンチャネル数など多様な電気生理
学的性質に依存するため、細胞間で大きく異なる。すなわち、神経インパルスの大
きさの相違は、味神経線維の電気生理学的性質の相違を反映する。本研究では、神
経インパルスの大きさを比較することで、受容体選択性と味神経線維の電気生理学
的性質の関係を調べた。 
味神経応答は、瞬時の成分（phasic response）とこの反応に続いて起きる持続的
な成分（tonic response）から構成される。吉井らは、疎水性アミノ酸に対するウシ
ガエルのphasic responseは、NaClなど無機塩の存在下でも発生するが、tonic response
は無機塩の存在下で抑制されることを報告している (Yoshii K et al., 1981)。同様に、
Miyake ら（1976a）は、ガラクトースに対するウシガエルの味神経応答は、塩存在
下では抑制されることを報告している。これらの報告から、ウシガエルの味物質受
容体の一部は、塩感受性および塩非感受性に分類されると考えた。 
 14 
 
 
図 2-4 ウシガエルの舌咽神経束より記録したアミノ酸応答に対する塩感受性 
Yoshii K et al. J Gen Physiol 1981; 77: 373.の報告のイメージ図。疎水性アミノ酸である
L-leucine の味刺激に対する応答は、10 mM NaCl 存在下で抑制されたが、phasic response は残存
している。しかしながら、親水性アミノ酸である L-threonine の味刺激に対する応答は、10 mM 
NaCl 存在下で全て消失していた。消失した応答はいずれのアミノ酸の場合も tonic response で
ある。 
 
図 2-4 のイメージ図に示すように、ウシガエルのアミノ酸による味刺激に対する
味神経線維の応答は、塩に対する感受性および電気生理学的な応答のタイプが
phasic response あるいは tonic response で異なっていることがわかる。 
そこで本研究では、吸引電極を用いてウシガエルの茸状乳頭に投射している味神
経線維の活動電流の大きさを比較することにより、塩感受性の味物質受容体を持つ
味細胞に投射している分枝は、塩非感受性の味物質受容体を持つ味細胞に投射して
いる分枝よりも大きなインパルスを発生するという結果を得た。さらに、塩非感受
性の小さなインパルスは phasic response を示し、塩感受性の大きなインパルスは
tonic response を示すことも明らかにした。 
 
Control
L‐Leucine (50 mM) L‐Threonine (50 mM)
+ 10 mM
NaCl Control
+ 10 mM
NaCl
30 sec
 15 
 
2.4  実験方法 
2.4.1  動物倫理 
ここで用いた全てのウシガエルの動物実験は、日本生理学会で定められた日本生
理学会動物実験指針に基づき、適正に使用した。 
 
2.4.2  逆行性インパルスの記録 
逆行性の味神経インパルスは、下記のような方法により記録した。 
まず、体重 200 g～300 g の成体のウシガエル（Rana catesbeiana）に、ウレタンを
体重 100 g 当たり 0.2 g 腹腔内投与して麻酔した。麻酔がかかってから、ウシガエ
ルを装置上に仰臥位に置き、舌をチャンバー内に引き出して注射針で固定した（図 
2-5）。 
 
図 2-5 ウシガエル茸状乳頭からの吸引電極による活動電位取得方法 
 
 次いで、既報（Kitada Y, 1990; Rapuzzi G and Casella C, 1965; Sato T et al., 1987; Yoshii 
K and Matui T, 1994）を参考に、先端部の直径が約 200 μm のガラス吸引電極（先端を
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ヒートポリッシュした）で茸状乳頭を吸引し、舌咽神経から分枝した味神経応答を記
録した。吸引電極内の電極は、銀－塩化銀電極を用い、吸引電極内には生理的塩溶液
（112 mM NaCl、3.4 mM KCl、3.6 mM MgSO4、2.5 mM NaHCO3、1 mM CaCl2、pH 7.2）
を満たした。吸引電極により、1 個の茸状乳頭を吸引し、吸引電極から約 2 mm 離れ
た舌状に別の銀－塩化銀電極を不関電極として設置した。記録したインパルスは、3
～3000 Hz のバンドパスフィルタを通し、差動増幅後データレコーダーに記録した。
装置の略図は、図 2-6 に示した。 
  
 
図 2-6 実験装置図 
 
図では、二つの茸状乳頭を模式的に示している。茸状乳頭には味神経線維の分枝
がそれぞれ投射し、味細胞からの信号を受け取るようシナプスなどを形成している。
片方の茸状乳頭を吸引電極に吸い込み、舌に味刺激を加える。吸引電極に吸い込ん
だ茸状乳頭自体には味刺激をすることはできないが、味神経線維の分枝が投射して
いる茸状乳頭に加えられた味刺激により味神経線維が興奮し、この興奮が、吸引電
極に吸い込んだ茸状乳頭に投射している味神経線維分枝に対して逆行性に伝わり、
この神経活動を記録することができる。 
 
吸引電極
味刺激
インパルス
茸状乳頭
レコーダー コンピュータ
CRO
味神経線維
 17 
 
2.4.3  味刺激方法 
舌に、脱イオン水あるいは塩溶液を 10 分間流し続けると、味覚器がその刺激に
順応してインパルスを発生しなくなる。そこで、脱イオン水を 1.2 mL/sec の流速で
カエルの舌に流し続け、全ての味物質は脱イオン水に溶解し、順応後に同じ流速で
10 分間刺激を行った。刺激終了後は脱イオン水を同じ流速で流し続けた。 
 
2.4.4  アルカリ処理 
アミノ酸刺激時の tonic response は、アルカリ処理を行うことにより増強する
（Yoshii K et al., 1981）。味物質刺激時に、安定した tonic response を得て解析を行
うため、Yoshii らの方法に従いカエルの舌を 2.5 mM NaHCO3-Na2CO3 溶液（pH 10）
に 2～5 分間浸した後、脱イオン水で 5 分間洗浄し、その後味神経応答を測定した。 
 
2.4.5  味神経束の切断 
一般に、神経線維は軸索が傷害された場合に、末梢側で神経変性が生じる（Waller
変性）。この時、神経線維の違いにより変性の早さが異なる可能性がある。そこで、
味神経線維束を切断した場合に、phasic response と tonic response のそれぞれが消失
するまでの時間を検討した。図 2-7 に示す舌尖部付近の位置で味神経束を露出し切
断した。また、完全に切断されたことを確認するため、下顎部で舌咽神経を露出し、
中枢側で切断して銀－塩化銀電極に舌咽神経を乗せ、0.02 ms、3～5 V の方形波に
より電気刺激して茸状乳頭から神経インパルスを記録した。味神経切断後、直ちに
味神経インパルスは記録されなくなった。 
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図 2-7 味神経の切断方法 
 
吸引電極に吸い込んだ茸状乳頭に投射している味神経線維束をたどり、吸引電極より約 2 cm
程度離れた位置で味神経線維を切断した。切断されたことを確認後、経時的に L-leucine 刺激を
繰り返し、インパルスを記録した。 
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2.5  結果 
2.5.1  L-leucine の味神経応答に対する NaCl およびアルカリ処理の影響 
カエル舌を、50 mM の L-leucine で刺激すると、図 2-8 上段左側の図に示すよう
に、刺激初期に小さな振幅のインパルスが多く発生し、小さな振幅のインパルスよ
りも約 2 倍以上の振幅の大きなインパルスは少数発生した。大きなインパルスは、
図 2-8 上段右図のように、10 mM NaCl の存在下で抑制された。一方、小さなイン
パルスは、10 mM NaCl 存在下でも消失しなかった。 
次に、舌を 2.5 mM NaHCO3-Na2CO3 溶液、pH 10.0 に 5 分程度浸してから脱イオ
ン水で洗浄するアルカリ処理を施し、アルカリ処理後に 50 mM L-leucine 刺激をし
たところ、L-leucine によって発生する大きなインパルスの発生数が非常に増加した
（図 2-8 下段左）。この大きなインパルスは、10 mM NaCl 存在下で消失した。平
均値を比較すると、アルカリ処理により大きなインパルスが増加し、小さなインパ
ルスはやや減少したものの大きな変化がなかった（図 2-9）。 
大きなインパルスは、アルカリ処理後に安定して発生していたため、以降の実験
は、全てアルカリ処置をしてから、味刺激を行った。 
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図 2-8 50 mM L-leucine 刺激により発生したインパルスに対する 10 mM NaCl
の作用およびアルカリ処理の影響 
 
L-Leucine 刺激によるインパルスは、振幅の小さなものと大きなものがあり、大きなインパ
ルスはアルカリ処理により増加した。また、大きなインパルスは、10 mM NaCl 存在下で消失
した。 
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図 2-9  L-Leucine 刺激により発生する活動電位に対するアルカリ処理の効果 
   アルカリ処理前後に、ウシガエルの舌を 6 秒間 50 mM L-leucine 刺激時に発生したインパル 
ス数（3 つの茸状乳頭から得られたインパルスの平均値）白抜きのカラムがアルカリ処理
前値、黒塗のカラムがアルカリ処理後の値を示す。アルカリ処理により総インパルス数は
増加したが、これは大きなインパルスの増加による。 
 
 インパルスの大きさは、10 mM NaCl 存在下でも抑制されないインパルスの振幅を
小さなインパルス、NaCl 存在下で抑制され、かつ小さなインパルスよりも 2 倍以上
の大きさの振幅を示すインパルスを大きなインパルスとして分類した（図 2-10）。 
 
 
 
図 2-10 振幅の大きさによるインパルスの分類 
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2.5.2  L-leucine 刺激によるインパルスの発生数 
L-Leucine によるインパルスは、濃度が 10 mM 以上で発生し始め、50 mM まで濃
度に応じて増加した。小さなインパルスと大きなインパルスの発生数を比較すると、
小さなインパルスの発生数の方が平均値は多かったが、測定した茸状乳頭によりイ
ンパルスの発生数にばらつきが認められた（図 2-11）。 
 
 
図 2-11 L-Leucine 刺激に対する small impulse および large impulse の発生数 
L-Leucine 濃度を変えて 7 秒間刺激した時に発生する大きなインパルス（白丸）および小さ
なインパルス（黒丸）の発生数（平均値±標準偏差、n=3）。L-Leucine は蒸留水に溶解して刺
激に用いた。いずれのインパルスも L-leucine の濃度に依存して発生数が増加した。 
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2.5.3  親水性あるいは疎水性の味物質による刺激に応じたインパルス特性 
次に、各種のアミノ酸、ガラクトースおよび苦味物質の刺激によって発生するイン
パルス種類を調べた（図 2-12）。アミノ酸の刺激濃度は 50 mM とし、ガラクトース
の刺激濃度は 1 M、papaverine の刺激濃度は 1 mM、quinine の刺激濃度は 0.1 mM とし
た。 
疎水性のアミノ酸である L-leucine、L-phenylalanine および L-tryptophan は、いずれ
も大きなインパルスと小さなインパルスの両方を発生させた（図 2-12A）。これに対
し、親水性のアミノ酸である L-threonine、L-serine および glycine は、主として大きな
インパルスを発生させた（図 2-12B）。甘味物質である galactose は、ほぼ大きなイン
パルスのみを発生させ、苦味物質である papaverine は小さなインパルスを主に発生さ
せたが、大きなインパルスも発生させたのに対し、別の苦味物質であるキニーネは、
小さなインパルスのみを発生させた（図 2-12C）。 
味刺激物質の種類に関わらず、10 mM NaCl 存在下で刺激した場合には大きなイン
パルスはほぼ完全に抑制された（図 2-12 右側）。 
この結果から、親水性のアミノ酸および甘味物質である galactose は、大きなインパ
ルスを主に発生させ、疎水性のアミノ酸では大きなインパルスおよび小さなインパル
スの両方を発生させ、疎水性の苦味物質は主に小さなインパルスを多く発生させるこ
とが示された。 
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図 2-12 各種味物質による活動電位 
疎水性アミノ酸（A）、親水性アミノ酸（B）およびその他の味物質刺激を行った時の逆行
性に発生したインパルスパターン。左側の列は、味物質を蒸留水に溶解して刺激した場合のパ
ターンを、右側の列は、味物質を 10 mM NaCl 存在下で刺激した時のパターンを示す。全ての
刺激は、舌をアルカリ処理後、持続的にそれぞれの溶媒刺激をした状態で加えた。疎水性アミ
ノ酸は、大きなインパルスおよび小さなインパルスを発生し、親水性アミノ酸およびガラク
トースは主に大きなインパルスを発生した。パパベリンは大きなインパルスおよび小さなイン
パルスを発生したが、キニーネは小さなインパルスのみ発生した。大きなインパルスはいずれ
も 10 mM NaCl 存在下で消失した。 
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2.5.4  水溶性の違いによる各種アミノ酸刺激により発生するインパルス種類 
味刺激するアミノ酸の水溶性の違いによる発生インパルス種類の違いについて
検討した。各アミノ酸の刺激濃度は 50 mM とした。 
その結果、疎水性アミノ酸である L-leucine、L-phenylalanine および L-tryptophan
は大きなインパルスおよび小さなインパルスの両方を発生させ、leucine および
tryptophan については、立体異性体である D-leucine および D-tryptophan も L-体と同
様なパターンのインパルスを発生させた（表 2-1）。 
一方、親水性アミノ酸である L-alanine、glycine、L-serine および L-threonine につ
いては、大きなインパルスを主体として発生させ、小さなインパルスはほとんど発
生させなかった（表 2-1）。 
表 2-1 各種アミノ酸刺激により発生するインパルスの種類 
水溶性 Amino acid Large impulse Small impulse 
疎水性 
アミノ酸 
L-Leucine ++ ++ 
L-Phenylalanine ++ ++ 
L-Tryptophan ++ ++ 
D-Leucine ++ ++ 
D-Tryptophan ++ ++ 
親水性 
アミノ酸 
L-Alanine ++ ± 
Glycine ++ ± 
L-Serine ++ ± 
L-Threonine ++ ± 
7 秒間の刺激時間中に、平均的に 10 個以上のインパルスが発生する場合を++、1～5 個程度
インパルスが発生しない場合を±として表記した。 
疎水性アミノ酸は大きなインパルスおよび小さなインパルスを両方発生させたが、親水性ア
ミノ酸は大きなインパルスを多く発生した。Leucine および tryptophan の L 体あるいは D 体で
発生するインパルス種類に違いは認められなかった。 
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2.5.5  NaCl 存在下での大きなインパルスの抑制 
 アミノ酸あるいは糖刺激などで生じた大きなインパルスは、10 mM NaCl 存在下で
抑制された。そこで、疎水性アミノ酸であり、どちらかというと大きなインパルスよ
りも小さなインパルスを発生させる L-leucine、親水性アミノ酸であり、どちらかとい
うと小さなインパルスは少数で大きなインパルスを主に発生させる L-threnonine、お
よび甘味物質であり、大きなインパルスを主に発生させる galactose について、それぞ
れ 10 mM NaCl の存在下、非存在下で刺激し、発生するインパルス種類を計数した。
味刺激を行った濃度は、アミノ酸は 50 mM、galactose は 1 M とし、刺激時間は 6 秒間
とした。 
 それぞれの味刺激について、1 匹のカエルにつき 3 つの茸状乳頭を選び、計 3 匹の
カエルを用いて、それぞれ NaCl 非存在下および存在下でインパルスを記録した。 
 
 L-Leucine 刺激により大小両方のインパルスが発生し、いずれの乳頭からの記録に
おいても、小さなインパルスの発生頻度が約半分程度を占めた。これに対し、10 mM 
NaCl を L-leucine に共存させて刺激したところ、大きなインパルスは消失し、小さな
インパルスもやや減少したが、NaCl 存在下の約 75%以上は残存した（図 2-13）。 
 L-Threonine 刺激でも両方のインパルスが発生したが、L-leucine と比較して大きな
インパルスの発生頻度が非常に高い乳頭があり、記録した乳頭により発生するインパ
ルス種類のばらつきが認められた。また、10 mM NaCl 存在下では、L-threonine 刺激
による大きなインパルスの消失が認められたが、L-leucine の場合と異なり、小さなイ
ンパルスも抑制され、NaCl 非存在下の場合の発生頻度の約 1/3 以下に減少した（図 
2-14）。 
 Galactose 刺激でも両方のインパルスが発生したが、記録した 3 つの乳頭のうち、2
つの乳頭では小さなインパルスの発生頻度が全体の半分以下であり、1 つの乳頭では
むしろ大きなインパルスの発生頻度が高かった。しかしながら、NaCl 存在下では、
いずれの乳頭でも大きなインパルスは消失し、さらに小さなインパルスの発生頻度が
低かった 2 つの乳頭ではインパルスが完全に消失し、もう 1 つの乳頭も小さなインパ
ルスが約 1/3 に減少した（図 2-15）。 
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図 2-13 L-Leucine 刺激により発生した活動電位に対する NaCl の抑制効果 
    刺激に用いた L-leucine 濃度は 50 mM とした。最初に、NaCl 非存在下で L-leucine の応答   
   を記録し、舌を脱イオン水で洗浄、順応後に 10 mM NaCl 存在下で L-leucine 刺激時の応答 
を記録した。Papilla の番号は、同じ個体から記録した別々の papilla を示す。 
10 mM NaCl 存在下では、大きなインパルスはいずれの papilla でも消失したが、小さな
インパルスはやや減少したものの約 75%以上が残存した。 
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図 2-14 L-Threnonine 刺激により発生した活動電位に対する NaCl の抑制効果 
  刺激に用いた L-threonine 濃度は 50 mM とした。最初に、NaCl 非存在下で L-threonine の応答
を記録し、舌を脱イオン水で洗浄、順応後に 10 mM NaCl 存在下で L-threonine 刺激時の応答を
記録した。Papilla の番号は、同じ個体から記録した別々の papilla を示す。なお、L-leucine の
応答を記録した個体とは別個体を用いた。 
  L-Leucine よりも大きなインパルスを多く発生する papilla があった。大きなインパルスは 10 
mM NaCl 存在下で消失し、小さなインパルスも 1/3 以下に減少した。 
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図 2-15 Galactose 刺激により発生した活動電位に対する NaCl の抑制効果 
刺激に用いた galactose 濃度は 1 M とした。最初に、NaCl 非存在下で galactose の応答を記
録し、舌を脱イオン水で洗浄、順応後に 10 mM NaCl 存在下で galactose 刺激時の応答を記録
した。Papilla の番号は、同じ個体から記録した別々の papilla を示す。なお、L-leucine あるい
は L-threonine の応答を記録した個体とは別個体を用いた。 
 ガラクトース刺激により、大きなインパルスと小さなインパルスが発生した。10 mM NaCl
存在下では、大きなインパルスは消失し、小さなインパルスも減少し、2 つの papilla では消
失した。 
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2.5.6  L-Leucine 刺激により発生する大きなインパルスの塩感受性 
L-Leucine（50 mM）刺激により発生する大きなインパルスは、10 mM NaCl 存在
下でほぼ完全に抑制された。そこで、NaCl の濃度依存性を調べた。NaCl の濃度が
0.3 mM 以上で抑制効果が認められ、10 mM で完全な抑制作用を示した（図 2-16A
および B）。 
次に、この抑制効果がイオン強度に依存するものか調べるため、イオン強度が異
なるよう塩種類を変えて抑制効果を検討した。Na4Fe(CN)6およびK2SO4でも 50 mM 
L-leucine 刺激によって生じる大きなインパルスに対する抑制効果を、塩濃度を変え
て調べた。その結果、いずれの塩の場合も塩濃度を増加させるにつれ大きなインパ
ルスを抑制し、10 mM で大きなインパルスの発生を完全に抑制した（図 2-16B）。 
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図 2-16 味神経の活動電位に対する各種塩類の抑制効果 
50 mM L-leucine 刺激によって発生する大きなインパルスに対する各塩の濃度依存性を調べ
た。Aは、塩依存性に抑制される逆行性に記録されたインパルスパターンを示す。Bは、●NaCl、
○Na4Fe(CN)6、△K2SO4 をそれぞれ濃度を変えて添加した際の L-leucine 応答における大きなイ
ンパルスの出現比を示す。塩を加える前に発生した大きなインパルス数を 1 として、それぞれ
の比を計算した。NaCl および Na4Fe(CN)6 については、平均値±標準偏差（n=3）で示し、K2SO4
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については 2 例の平均で示した。塩濃度に依存して大きなインパルスは減少したが、塩種類に
依存しなかった。 
 
2.5.7  L-leucine 刺激により発生するそれぞれのインパルス種類による発生頻度 
L-Leucine（50 mM）刺激時に発生する大きなインパルスおよび小さなインパ
ルスの累積発生頻度を解析した。刺激開始 8 秒後の累積インパルス数より、1
秒間当たりの個数としてそれぞれの種類のインパルスの累積頻度として割り出
した。その結果、小さなインパルスは、刺激開始 3 秒間で約 7 割のインパルス
が発生し、5 秒後にはほぼ最大に達したのに対し、大きなインパルスは一定の頻
度で発生しており、刺激開始 7 秒後にほぼ最大に達した（図 2-17）。 
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図 2-17 L-Leucine 刺激によって生じる活動電位の経時変化 
50 mM L-leucine 刺激後に発生した累積的なインパルスの相対数。インパルス数は、刺激 9
秒後までの大きなインパルス（白丸）の発生数をもとに、刺激後 0.5 秒ごとに 2 秒から 9 秒ま
での相対発生数をプロットした。小さなインパルス（黒丸）についても同様の処理を行った。
各プロットは平均値±標準偏差（n=10）を示す。 
小さなインパルスは、発生から 4 分後にはほぼ最大に達しており、その時点以降はあまり発
生していないことがわかる。一方、大きなインパルスは、測定終了時まで持続的に発生し続け
た。 
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2.5.8  各舌部位での L-leucine 刺激によるインパルスパターン 
舌状の部位により、L-leucine 刺激によって発生するインパルス種類に差があるか
を調べた。図 2-18 の模式図に示すように、カエルの舌を proximal、middle および
apical の 3 部位に大別し、各部位の茸状乳頭より 50 mM L-leucine 刺激によって発
生するインパルスを記録した。1 匹のカエルから各部位を記録し、各部位 4 例のカ
エルより記録を行った。総インパルス数および総インパルスに占める大きなインパ
ルスの割合を示した（図 2-18）。 
その結果、個体によってインパルス発生数に差はあるものの、部位によって極端
な差があるわけではなく、また、大きなインパルスの発生率についても部位による
大きな違いはなかった。 
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図 2-18 ウシガエル舌上の各部位で出現する 2 種類の活動電位 
4 匹のカエルを用い、1 匹につき舌のイメージ図に示す 3 つの部位の茸状乳頭より、50 mL 
L-leucine 刺激により発生するインパルス数を計測した。アルファベットは測定したそれぞれの
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乳頭を示す。A は総インパルス数、B はそのうちの大きなインパルスの割合を示す。部位によ
るインパルスの発生に大きな違いはなかった。 
 
2.5.9  味神経切断によるインパルス種類ごとの消失時間 
味応答を記録している茸状乳頭より中枢側に伸びている味神経束を中枢側で切
断し、50 mM L-leucine 応答の消失時間を検討した。大きなインパルスはおそらく
太い味神経線維からの信号を意味し、小さなインパルスは細い味神経線維からの信
号を意味すると考えた。そうであれば、Waller 変性として知られる末梢神経束の変
性が太い神経線維ほど早く生じることになる。 
その結果、L-leucine 刺激により両方のタイプのインパルスが発生したが、味神経
線維の軸索切断後、大きなインパルスは 4 時間後には応答が記録されなくなったが、
小さなインパルスは、軸索切断後 4 時間の時点では応答が記録され、6 時間後に応
答が消失した（図 2-19）。このことから、それぞれのインパルスを発生する味神
経線維が異なっている可能性が示唆された。 
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図 2-19 軸索切断による 2 種類の神経線維の変性 
味神経を切断前に 50 mM L-leucine 刺激を行い、その後、味神経を切断し、2 時間ごとに約 6
時間まで味神経応答を記録し、それぞれの時間帯で各インパルス数を計数した。 
小さなインパルスは、味神経切断後約 4 時間まで発生し、6 時間では消失した（A）。一方、
大きなインパルスは、味神経切断後約 2 時間で 2 つの papillae の応答が消失し、4 時間後には
全ての papillae の応答が消失した。 
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2.6  考察 
味神経応答を調べる評価系として、ウシガエルを用いた吸引電極法による味神経
応答記録を行い、各種アミノ酸および苦味物質の味応答を記録した。 
L-Leucine に代表される疎水性アミノ酸は、記録される振幅の大きさおよび塩感
受性によって大別される 2 種類のインパルスを発生した。2 種類のインパルスのう
ち、振幅の大きなインパルスは 10 mM の塩存在下ではほぼ完全に抑制されたのに
対し、振幅の小さなインパルスは、10 mM の塩存在下でも完全に抑制されず、抑
制の程度も小さかった。 
インパルスの振幅の大きさは、神経線維の、電位依存性のチャネル分子種類およ
びそれらのチャネル密度などを含む膜特性が同じであれば、神経線維の太さにより
規定される（Hodgkin AL, 1954）。今回得られた結果で得られた 2 種類の振幅のイ
ンパルスについては、大きなインパルスはおそらくより太い分枝が発生させ、小さ
なインパルスは、細い分枝が発生させたと考えた。すなわち、インパルスの振幅の
大きさは、味神経線維の分枝の局所電流に依存していると考えた。局所電流の大き
さは軸索半径および時間に関する膜電位の二次関数に比例し、伝導速度の平方およ
び原形質膜の抵抗に反比例する。神経線維の分枝同士での電位依存性チャネルの反
応速度および密度が同程度であれば、膜電位の二次関数は、神経線維分枝の半径に
依存する。この仮定の下では、伝導速度もまた神経線維分枝の半径に依存する。そ
のため、吸引電極に吸引されている神経線維の分枝半径がインパルスの振幅の大き
さを主として決定すると考えた。 
味神経を切断した場合の、味刺激に対する感受性を検討した場合も、大きなイン
パルスの方が先に応答が消失したことは、それぞれのインパルスを発生する味神経
が異なる可能性を示唆している。 
味刺激により発生するインパルスの持続時間にも特徴がある。小さいインパルス
は、刺激直後から発生し始め、5 秒間程度で不活性化した。一方、大きなインパル
スは、長時間持続して出現した。Yoshii ら（1981）は、ウシガエルの舌咽神経より
味神経応答を記録した試験において、疎水性アミノ酸に対する総合的な味神経反応
は、塩非感受性部位では一過性の反応を示し、塩感受性部位では持続的な反応を示
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すことを報告している。今回得られた結果も Yoshii ら（1981）の結果と一致し、
小さなインパルスは一過性の出現パターンを示し、大きなインパルスは持続的な出
現パターンを示した。 
疎水性アミノ酸あるいは papaverine 刺激によって生じる小さなインパルスは、常
に大きなインパルスが発生する 1 秒弱前に発生していた。刺激を受ける茸状乳頭と、
インパルスを記録する茸状乳頭の距離は非常に小さく、せいぜい数 cm であったた
め、最も伝導速度が遅い無髄神経がインパルスであっても、それらの乳頭間には
10 ms 以下でインパルスを伝導することになる。それを考慮すると、小さなインパ
ルスと大きなインパルスのインパルス発生開始時間の違いは、味神経の伝導速度の
違いでは説明できない。よって、小さなインパルスは大きなインパルスに先立って
発火していると推測た。言い換えると、塩非感受性部位に発現している味受容細胞
は、塩感受性部位に発現している味受容細胞と比較して神経伝達物質の放出をより
速やかに引き起こすと考えた。 
二つのインパルスを発生させる味物質にも違いがある。親水性アミノ酸および
galactose は塩感受性の大きなインパルスを主に発生させ、小さなインパルスも塩感
受性がやや認められた。疎水性アミノ酸および papaverine は両方の種類のインパル
スを発生させ、大きなインパルスは塩感受性であるが小さなインパルスは塩非感受
性であった。苦味物質である quinine は主に塩非感受性で小さなインパルスを発生
させる部位を刺激していると考えた。 
発生するインパルス種類は、舌の部位による違いはなかったため、部位によって
各種アミノ酸あるいは苦味物質に対する味細胞の分布が異なっているわけではな
いと考えた。 
哺乳類の味受容体は、二つの味受容体分子ファミリー、すなわち T1Rs および
T2Rs を発現している（Adler E et al., 2000; Chandrashekar J et al., 2000; Zhao GO et al., 
2003）。T1Rs は、T1R1、T1R2 および T1R3 の 3 つのサブタイプからなる。T1R1
およびT1R3がヘテロ受容体を形作り、アミノ酸を受容する味受容体となる。また、
T1R2 および T1R3 が甘味物質を受容する受容体を形成する（Nelson G et al., 2001; 
Nelson G et al., 2002）。T2Rs は、苦味物質の受容体を形成する（Chandrashekar J et al., 
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2000）。そして、T2Rs を発現する味細胞は、T1Rs を発現する味細胞と異なってい
る（Adler E et al., 2000）。 
これらを勘案すると、ウシガエルの味細胞は、T1Rs は塩感受性であり、T2Rs は
塩非感受性であると推測される。疎水性アミノ酸は苦味物質でもあるため、これら
は T1R1/T1R3 受容体および T2Rs を刺激するだろう。 
疎水性アミノ酸刺激あるいは quinine 刺激の場合には、10 mM NaCl 存在下で小さ
なインパルスはほとんど抑制されなかったが、親水性アミノ酸である L-threonine
あるいは galactose 刺激によって発生した小さなインパルスは、10 mM NaCl 刺激に
よって、1/3 以下に減少する傾向が認められた。これは、同じ振幅のインパルスで
あっても、前者は塩非感受性の味細胞からのシグナルを伝達していたことを示し、
後者は塩非感受性の味細胞からのシグナルを伝達していることを示している可能
性がある。 
これらの結果から、図 2-20 の模式図に示すような味細胞－味神経線維の対応関
係が予想できる。すなわち、ある太さの味神経線維の分枝は、特定の味を受容する
味細胞の味情報を運ぶことが推測される。既に述べたように、labeled-line 説では、
特定の味神経線維が伝達する味情報は常に同一であると考える。甘み物質ショ糖の
情報を伝える味神経というラベルを貼られた味神経は、もちろんショ糖刺激に対し
最も大きな応答を示すのであるが、他の味物質、たとえば NaCl に多少応答したと
しても、ショ糖刺激として利用するという仮説である。特定の味神経が特定の味情
報を伝達するとうという本実験結果は、labeled-line 説を支持する。 
また異なる電気生理学的性質を持つ味神経線維が異なる味情報を運ぶという本
研究の結果は、味細胞が分化して特定の味物質受容体をもつように、味神経線維の
分枝も分化していることを示唆する。このような神経支配機構は、その他の感覚器
にも認められることかもしれない。たとえば、嗅細胞は一次細胞で有り、細胞自身
が軸索を嗅球へ送っているが、この軸索の電気生理学的性質が匂い物質受容体の種
類によって異なるかもしれない。また、視細胞は、網膜を構成する細胞ネットワー
クを介して神経節細胞へ連絡し、神経節細胞の軸索が視覚情報を視覚中枢へ送る。
この神経節細胞の軸索の電気生理学的性質も、送られる視覚情報依存的に異なるか
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もしれない。これらの解明と異なる電気生理学的性質をもつメカニズムは現時点で
は不明であり、今後解明していくべき課題である。 
 
 
図 2-20 ウシガエル味覚器に存在する味細胞－味神経間の選択的な結合 
大きなインパルスを発生する味神経線維は、塩感受性の味物質受容サイトを持つ味細胞を支
配している。小さなインパルスを発生する味神経線維は、主として塩非感受性の味物質受容サ
イトを持つ味細胞を支配している。異なる味物質受容サイトを持つ味細胞に対し、異なる電気
生理学的性質を持つ味神経線維が選択的に支配する。 
塩非感受性の味物質受容サイトを持つ味細胞
塩感受性の味物質受容サイトを持つ味細胞
大きなインパルスを
発生する味神経線維
小さなインパルスを
発生する味神経線維
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2.7  結論 
ウシガエルの味細胞は、塩感受性のものと塩非感受性のものに大別され、塩感受
性の味細胞は、軸索半径の比較的大きな味神経線維分枝と連絡し、塩非感受性の味
細胞は、軸索半径の比較的小さな味神経線維分枝と連絡していることが示唆された。 
塩感受性の味細胞は、主に親水性のアミノ酸あるいは糖などを受容し、塩非感受
性の味細胞は、主に疎水性のアミノ酸あるいは苦味物質などを受容すると考えた。
よって、特定の味物質を受容する味細胞と特定の味神経が選択的にシナプスなどの
経路を構築し、味質の受容パターンを形作ると推測される。 
また、塩非感受性の味細胞は、塩感受性の味細胞と比較して味刺激を開始してか
らインパルス発生までの潜時が短かったことから、それぞれの味受容体を介した味
神経の刺激伝達メカニズムが異なっていると推測される。 
どのように、特定の味細胞と味神経線維がシナプス形成をしていくのかについて
は現時点では不明であるが、特定の味刺激に対して特定の味神経線維の発火潜時お
よび持続時間も含めた情報として特定のパターンで脳に送るという処理がなされ
ていると考えた。 
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3. ストレス刺激受容における脳内セロトニン 1A 受容体の役割 
3.1  序論 
現代社会は、ストレス社会と言われるが、それを反映するように国内の自殺者は
この 10 年間ほど約 3 万人前後で推移している
（http://www.npa.go.jp/safetylife/seianki/H23_jisatunojoukyou_03.pdf）。これと対応す
るように、約 10 年前よりうつ病の患者数も増え、年間約 80 万人で推移している
（http://www.mhlw.go.jp/kokoro/speciality/data.html）。うつ病の原因は過労による慢
性的な疲労、ホルモンバランスの異常および薬剤による副作用といった身体要因に
よるものと、家族の喪失、仕事や財産の喪失および環境変化などの環境要因による
ものがある。特に、後者は強いストレスが与え続けられたことでうつ病が発生する
とされる。しかしながら、環境要因による精神的なストレス刺激は、具体的にどの
ような感覚刺激が加わっているかわかりにくい。そのため、うつ病の発生メカニズ
ムの研究あるいは、抗うつ薬開発のための薬剤評価に用いられる動物モデルは、ど
ちらかというと身体的なストレスを付加することによるストレスモデルとなる。 
けれども、そのようなストレスモデルであっても、表現型は一見ヒトで起きてい
るストレスを連想できるような表面的妥当性を有しており、臨床で効果を発揮する
薬剤がそのような動物モデルで効果を示すことから構成概念妥当性を担保してい
る。このようなストレスモデルを用いて、うつ病のメカニズムが調べられている。 
セロトニン（5-hydroxytryptamine、以下 5-HT）は、腸管のクロム親和性細胞に多
く含まれているインドールアミンであり生体内の約 90％が消化管に含まれている
が、消化管に次いで血小板、および神経系に多く含まれる（Mohammad-Zadeh LF et 
al., 2008）。特に、神経では神経伝達物質として中枢神経系および末梢神経系で精
神症状、痛みの感知、食欲、性欲、睡眠などの様々な神経機能の制御に関与してい
る（Mohammad-Zadeh LF et al., 2008）。精神症状に関して、うつ病あるいは気分障
害に 5-HT を伝達物質とする神経系（以下、5-HT 神経系、図 3-1）が関与すると考
えられており（aan het Rot M et al., 2009）、実際にその治療薬として中枢の 5-HT
神経系の活性に影響を与える 5-HT の再取り込み阻害剤や 5-HT 受容体を標的とす
る薬剤が使用されている。 
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不安障害の病因の一つとして、5-HT 神経系の異常が関与すると考えられている。 
5-HT の受容体は 15 種類のサブタイプに分かれており、そのうちのいくつかは気分
障害との関連が指摘されている（Mohammad-Zadeh LF et al., 2008）。例えば、5-HT1A
受容体は不安障害やうつ病など（Celada P et al., 2013）、5-HT2A受容体はうつ病や
統合失調症などの精神疾患に関連していると言われている（Meltzer HY et al., 2003）。
すなわち、5-HT1A受容体あるいは 5-HT2A受容体を介したシグナル伝達の異常が気
分障害の発生に関与する。逆に、そのシグナル伝達の異常を抑制すれば、気分障害
の改善に繋がる。私は、うつ病モデルの動物において 5-HT1A受容体に対するアゴ
ニストが抗うつ様作用を示すことを明らかにし、この受容体を刺激することが気分
障害の改善に関係することを示唆する結果を得た（Kasahara K et al., 1993）。 
 そこで、まず、5-HT 神経系の活動性に関わる受容体として 5-HT1A受容体を取
り上げ、ストレス刺激によってうつ病様の症状を呈するうつ病の動物モデルにおけ
るこの受容体の機能について調べた。5-HT1A受容体の機能については非常に多く
の報告があり、5-HT1A受容体を欠損したマウスでは不安を惹起し（Parks CL et al., 
1998）、5-HT1A受容体のアゴニストは抗不安効果を発揮する（Feighner JP and Boyer 
WF, 1989）。 
したがって、この受容体は不安障害などの疾患の治療標的となるため、旭化成
ファーマ株式会社でも、5-HT1A受容体に作用する薬剤 AP521 を合成した。この受
容体機能に作用する薬剤が抗不安薬として有用であるかどうかを動物実験におい
て確認し、さらに、その薬剤の作用メカニズムをより詳しく調べる事で、逆にスト
レスに対する神経調節機構について考察することを試みた。 
その結果、ストレス負荷時に内側前頭前野に投射している 5-HT 神経系の神経伝
達は増加し、AP521 はこの神経伝達をさらに増強することにより、不安行動が減弱
されることが示された。この結果より、ストレスという外界刺激に対する対応を行
う神経処理に対し、5-HT 神経系の活動を制御することによって調節されることが
示唆された。 
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図 3-1 ラット脳の 5-HT 神経図 
背側縫線核（rd; nucleus raphe dorsalis）からの下向性の 5-HT 神経のイメージ図。
中脳縫線核には 5-HT 神経の細胞体があり、この部位から 5-HT を伝達物質とする
神経が脳の各部位に投射している。 
（Iverson SD, 1984 を参考に描いたイメージ） 
 
3.2  うつ病モデル動物における post-synaptic 5-HT1A受容体を介した抗うつ作用 
3.2.1  背景および目的 
5-HT の受容体に作用する薬剤が種々の精神疾患を改善することから、5-HT は脳
内の神経活動を調節していると考えられている。例えば、神経終末部への再取り込
を阻害する選択的セロトニン再取り込阻害薬（selective serotonin reuptake inhibitor: 
SSRI）、5-HT および神経伝達物質であるノルアドレナリンの神経終末部での再取
り込を阻害する選択的 5-HT－ノルアドレナリン（noeadrenaline: NA）再取り込阻害
薬（selective serotonin- noradrenaline reuptake inhibitor: SNRI）および三環系抗うつ薬
などの 5-HT 再取り込阻害作用を有する薬剤、すなわちシナプス間隙の 5-HT 濃度
を増加させる薬剤がうつ病に対して有効であることが明らかになっている。した
がって、5-HT を含有する神経系の活動性が低下するとうつ病の状態になり、逆に
この神経系の活動を賦活化するとうつ病の症状を改善すると考えられる。 
5-HT が作用する受容体は、7 つのファミリーおよび 13 のサブタイプに分類され
（Nichols DE and Nichols CD, 2008; Pitlak M et al., 2011）、それぞれの受容体サブタ
小脳
大脳皮質
前頭前野
中脳縫線核
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イプの細胞内伝達方式および組織分布が異なっている。それぞれのサブタイプは、
発現部位および機能が異なっている。これらのサブタイプの中で、うつ病や不安障
害に関連すると言われている受容体の一つが 5-HT1A受容体である。 
5-HT1A受容体遺伝子は、イントロンの無い 422 アミノ酸からなる 7 回膜貫通型受
容体である（Albert PR et al., 1990）。その選択的なアゴニストおよびアンタゴニス
トがいくつも見つけられており、機能が最も良く研究されている 5-HT 受容体であ
る。脳内の分布は、海馬、中隔、扁桃体、大脳皮質、視床下部および中脳縫線核な
どに広く存在している（Pompeiano M et al., 1992）。この受容体は代謝型 GPCR で
あり、Gi/o タンパク質と共役している（Albert PR et al., 1990）。 
うつ病の作用改善には、5-HT や別の伝達物質である NA の神経終末への再取り
込を阻害する三環系の抗うつ薬および選択的に 5-HT の神経終末への再取り込を阻
害する SSRI などが用いられている。これらの薬剤の機序は、シナプス間隙の 5-HT
を増加させることと考えられており、増加したシナプス間隙の 5-HT は、シナプス
後部に存在する 5-HT の受容体を刺激することにより、抗うつ作用を示すと考えら
れている。 
5-HT1A受容体の選択的なアゴニストである(±)-8-hydroxy- 2(di-n-propylamino)- 
tetralinhydrobromide（8-OH-DPAT）は、ラットを用いた抗うつ薬の代表的な評価モ
デルである強制水泳試験（Porsolt et al., 1975）において、不動時間を減少させる作
用を示した。強制水泳試験とは、直径 20 cm 程度で高さが 50 cm 程度の筒の中に
25 cm 程度の水を入れ、その中にラットを入れてラットが泳がざるを得ない状況に
置く。ラットは、水から出ようと最初は激しく泳ぐが、やがて水からの脱出を諦め
泳ぐのを止めて水に浮かぶだけになる。泳ぎを止め、水に浮かんでいる時間を不動
時間と呼び、不動時間を短縮させる薬物には抗うつ効果が期待できる。不動状態は、
人間がストレスにさらされ続けることにより、うつ病様の状態に落ち込むこととの
表面的な妥当性があること、実際にこの評価系で三環系の抗うつ薬あるいは SSRI
が効果を示すため、構成概念妥当性もあることから、強制水泳試験は抗うつ薬のス
クリーニング系として広く用いられている。   
強制水泳試験において、5-HT1A受容体の選択的なアゴニストである 8-OH-DPAT
は、試験セッション中の不動時間（動きを止めて浮かぶだけの状態となっている時
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間）を短縮する作用、すなわち脱出しようと動き続ける行動を増加させる“抗うつ
様”の作用を示す（Cervo L and Samanin R, 1987; Cervo L et al., 1988; Cervo L and 
Samanin R, 1991; Wieland S and Lucki I, 1990）。よって、5-HT1A受容体の刺激は、
抗うつ作用の発現に関わる。Cervo ら（1988）は、ラットで、8-OH-DPAT を 5-HT
を中脳縫線核に投与した際に抗うつ様作用を示したと報告した。中脳縫線核は、
5-HT を伝達物質とする神経線維の細胞体の存在部位である。中脳縫線核に存在す
る 5-HT1A受容体は、5-HT 神経の細胞体あるいは樹状突起より放出された 5-HT に
より刺激をうけると 5-HT 神経の活性を抑制する自己受容体として働く（Innis RB 
and Aghajanian GK, 1987; Kreiss DS and Lucki I, 1994）。一方、Wieland および Lucki
は、5-HT の合成酵素阻害剤である p-chlorophenylalanine（PCPA）を前処置したラッ
トでも、8-OH-DPAT が強制水泳試験で抗うつ様作用を示すことを報告している
（1990）。PCPA の前処置により、5-HT 神経中の 5-HT 含有量が減った状態でも、
5-HT1A受容体アゴニストの 8-OH-DPAT の抗うつ様作用が認められたことから、
5-HT 神経の活性を制御する pre-synaptic に存在する 5-HT1A受容体よりも
post-synaptic に存在する 5-HT1A受容体が 8-OH-DPAT の抗うつ様作用を発揮するた
めにより重要であることを示している。Pre-あるいは post-synaptic にある 5-HT1A受
容体のいずれが 8-OH-DPAT の抗うつ作用に関係しているかは議論の余地がある。 
Porsolt らは、広範囲の抗うつ作用を示す物質の抗うつ作用を示す強制水泳試験を
提唱しており（1977, 1978）、この試験系は広く受け入れられている。しかしなが
ら、Porsolt らの方法では、動物の不動時間を目視で計測しており、客観性に欠ける
可能性がある。野村らは、より客観的な強制水泳試験法として、強制水泳ホイール
試験を提案した（Nomura S et al., 1982）。この試験方法は、図 3-2 のような装置を
用い、水を入れた水車にマウスがつかまり、水車を登ろうとする時に水車を回転さ
せるため、水車の回転数が不動時間の指標となるためである。 
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図 3-2 強制水泳ホイール装置図 
 
 レセルピンは、5-HT や NA などのモノアミンが神経終末内のシナプス小胞に取り込
むのを防ぐ作用を持ち、結果としてモノアミンの枯渇を引き起こす薬剤である
（Holzbauer M and Vogt M, 1956）。レセルピンは、降圧薬として用いられているが、
副作用として抑うつ症状を呈することが報告されれている（Huffman JC and Stern TA, 
2007）。そこで、レセルピンを作用させて抑うつ状態を呈した動物に対し、抗うつ作
用を示す薬剤の反応が、どのように変化するか調べてみることにした。レセルピンを
作用させた場合には 5-HT 神経中の 5-HT 量は極度に減少するため、5-HT 神経から放
出される 5-HT 量は非常に低下する。したがって、5-HT 神経の細胞体に有って
autoreceptor として働く pre-synaptic 5-HT1A受容体機能も非常に低下し、8-OH-DPAT
の 5-HT1A受容体刺激作用は、主に post-synaptic に働くことになる。よって、レセルピ
ン処置したマウスに、8-OH-DPAT を投与してその抗うつ様作用を強制水泳ホイール
法にて検討し、post-synaptic に存在する 5-HT1A受容体の抗うつ様作用発現における役
割を探ることを目的とした。 
10 cm
20 cm
10 cm
28 cm
13 cm
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 その結果、レセルピン処置をしたマウスにおいても 8-OH-DPAT による抗うつ様作
用は発現したことから、post-synaptic 5-HT1A受容体刺激が抗うつ様作用の発現を起こ
すことが示唆された。 
 
3.2.2  実験方法 
3.2.2.1  動物倫理 
用いた全ての動物は、米国国立衛生研究所の発布した the Guide for the Care and 
Use of Laboratory Animals および日本薬理学会で定められた動物実験に関する日本
薬理学会指針に基づき、適正に使用した。 
 
3.2.2.2  動物 
体重 25～35 g の雄性 ICR マウスを用いた。マウスは、22±1°C に空調管理された
飼育室で、午前 6 時に照明を点灯し夕方 6 時に消灯する 12 時間の明暗周期で飼育
した。餌および水は自由摂取とした。 
 
3.2.2.3  強制水泳ホイール試験 
実験方法は、Nomura ら（1982）の方法を改良した。実験装置は、図 3-2 に示す
ような塩化ビニール製の装置に、直径 10 cm の細かな横棒のついた水車を装着した
ものを用いた。水車の軸は、底から 14 cm の高さになるように設置し、装置内には
25±1 °C の水を高さ 13 cm の位置まで入れた。 
マウスを装置の水中に静かに入れると、マウスは逃避場所を求めて泳ぎ水車の横
棒につかまる。そして、水車の横棒を登って逃げようとするが、水車が回転するた
め登ことはできず、水車が回転する。この回転数を強制水泳時の逃避行動の指標と
した。 
予備検討より、この実験ではマウスの個体差が大きかったため、薬物投与 2 日前
に行うセッションで、6 分間の試験時間に 18-40 回水車を回転させる個体を選別し
た。 
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選抜されたマウスには、翌日の 11 時から 11 時半の間に、レセルピンを 1 mg/kg
皮下投与し、対照群には蒸留水を皮下投与した。レセルピン投与翌日に、マウスに
評価する薬物を投与して強制水泳ホイール試験を実施した。 
 
3.2.2.4  自発運動量測定 
自発運動量は、ドラム型をしたステンレス製の回転カゴ（直径 23 cm、幅 6 cm）
を用いた。回転カゴは、ハムスターなどの玩具として飼育器に入れられている装置
を大型にしたような形状をしており、側面はメッシュの金属網、周囲が細いステン
レス棒で構成されている。マウスを回転カゴの中に入れるとマウスは装置のステン
レス棒の面を歩行するが、カゴが回転するためカゴの底部を行き来する。このカゴ
の動きを回転数として積算し、6 分間のマウスの運動量とした。運動量測定の試験
スケジュールは、強制水泳ホイール試験を行うのと同様の薬物処置をして行った。 
 
3.2.2.5  マウス脳中のモノアミンおよびそれらの代謝物含量測定 
マウスを断頭後、速やかに脳を取出し、小脳を除いた全脳をポリプロピレン
チューブに入れ、Na2S2O5（1 g/L）および EDTA･2Na（0.1 g/L）を含有した 0.1 mol/L
の過塩素酸塩溶液中で超音波破砕した。このホモジェネートは、0°C で 4,000 rpm
で 20 分間遠心し、上清を採取してチューブに入れ、測定日まで−80°C に保存した。 
測定した抽出液中の各モノアミンおよびその代謝物は以下の通りである。5-HT
およびその代謝物である 5-hydroxyindoleacetic acid（5-HIAA）、dopamine（DA）お
よびその代謝物である 3, 4-dihydroxyphenylacetic acid（DOPAC）、NA およびその
代謝物である 3-methoxy-4-hydroxyphenylglycol（MHPG）。これらは、逆相高速ク
ロマトグラフィーにより分離し、電気化学検出器で検出した。クロマトグラフィー
は、プレカラムを配して Eicompak MA-ODS カラム（4.6 mm×250 mm、エイコム、
京都）を用い、25°C に設定して移動相の流速を 1 mL/min で実施した。電気化学検
出器は、ECD-100（エイコム）を用い、印加電圧 750 mV で測定した。移動相は、
メタノール（17%）、EDTA･2Na（3 mg/L）および 1-オクタンスルホン酸ナトリウ
 51 
 
ム（320 mg/L）を含む 0.1 mol/L クエン酸‐0.1 mol/L 酢酸ナトリムバッファー（pH 
3.9）を脱気して用いた。 
 
3.2.2.6  試薬 
レセルピン（アポプロン注、第一製薬）は蒸留水で希釈して用いた。8-OH-DPAT 
臭化水素酸塩（Research Biochemicals Inc.）、イミプラミン塩酸塩（和光純薬工業）
および （−）-プロプラノロール塩酸塩（Sigma）は蒸留水に溶解した。NAN-190
臭化水素酸塩（R.B.I.）は、0.5% Tween 80 に懸濁した。（−）-アテノロール（R.B.I.）
は、0.01 mol/L 塩酸に溶解した。 
レセルピンは、皮下投与し、8-OH-DPAT、イミプラミン、NAN-190、（−）-プロ
プラノロールおよび（−）-アテノロールは腹腔内に投与した。投与容量は全て 100 
g 体重当たり 1 mL とした。 
 
3.2.2.7  統計解析 
全ての測定値は、平均±標準誤差で示した。強制水泳ホイール試験および自発運
動量の結果は、1 元配置分散分析実施後 Dunnett 検定を実施した。2 群間の比較お
よびモノアミン含量の解析にはステューデント t 検定を用いた。有意水準は、両側
5%とした。 
 
3.2.3  結果 
3.2.3.1  強制水泳ホイール試験における三環系抗うつ薬イミプラミンの効果 
陽性対照薬物として、代表的な三環系抗うつ薬のイミプラミンのマウスを用いた
強制水泳ホイール試験での水車回転数に及ぼす作用を検討した。イミプラミンを正
常マウスあるいは、前日にレセルピン処置したマウスの腹腔内に投与し、投与 30
分後に強制水泳ホイール装置に入れ、6 分間水車の回転数を計測した。 
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図 3-3 強制水泳ホイール試験でのレセルピン非処置マウス（A）および 
レセルピン処置マウス（B）におけるイミプラミンの効果 
カラム内の数値は例数を示す。*P<0.05、レセルピン非処置動物の対照群との有意な差。 
△P<0.05、レセルピン処置動物の対照群との有意な差。いずれも一元配置分散分析の結果有
意であったため、Dunnett 検定を行った。 
イミプラミンは、レセルピン処置の有無に関わらず水車回転数を用量に依存して増加させた
が、レセルピン非処置マウスでは 60 mg/kg で有意な増加であった（A）のに対し、レセルピン
処置マウスではより低用量の 30 mg/kg から有意であった（B）。 
 
イミプラミンは、正常動物およびレセルピン処置動物のいずれにおいても水車の
回転数を増加させた（図 3-3）。しかし、正常動物は 60 mg/kg で有意な増加を示
した（A）のに対し、レセルピン処置動物では、30 mg/kg から有意な回転数の増加
を示した（B）。 
 
3.2.3.2  強制水泳ホイール試験における 5-HT1A受容体アゴニスト 8-OH-DPAT の効果 
イミプラミンの評価と同様に、5-HT1A受容体アゴニストである 8-OH-DPAT の効
果を評価した。投与量は 0.1、0.3 および 1 mg/kg とし、いずれも腹腔内に投与し、
15 分後に装置に入れて 6 分間の水車回転数を測定した。 
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図 3-4 強制水泳ホイール試験でのレセルピン非処置マウス（A）および 
レセルピン処置マウス（B）における 8-OH-DPAT の効果 
カラム内の数値は例数を示す。*P<0.05、レセルピン非処置動物の対照群との有意な差。 
△P<0.05、レセルピン処置動物の対照群との有意な差。いずれも一元配置分散分析の結果有
意であったため、Dunnett 検定を行った。 
8-OH-DPAT は、レセルピン処置の有無に関わらず水車回転数を用量に依存して増加させた
が、レセルピン非処置マウスでは 1 mg/kg で有意な増加であった（A）のに対し、レセルピン
処置マウスではより低用量の 0.3 mg/kg から有意であった（B）。 
 
 
 5-HT1A 受容体アゴニストの 8-OH-DPAT は水車回転数を増加し、レセルピン
非処置マウスでは 1mg/kg、レセルピン投与マウスでは 0.3 および 1 mg/kg で水車回
転数の増加は有意であった（図 3-4）。イミプラミンの場合と同様に、レセルピン
処置したマウスでは、より低い投与量から水車回転数の増加が認められた。 
 
3.2.3.3  レセルピン処置マウスにおける 8-OH-DPAT による水車回転数増加に対する
（−）-プロプラノロールの効果 
（−）-プロプラノロールは、β-アドレナリン受容体の拮抗薬であるが、5-HT1A
受容体に対して拮抗作用を持つことが報告されている（Oksenberg D and Peroutka SJ, 
1988）。そこで、8-OH-DPAT の水車回転増加作用が 5-HT1A 受容体を介している
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か確認するため、（−）-プロプラノロールを 8-OH-DPAT と共に投与し、8-OH-DPAT
の効果に対する影響を検討した。 
 
 
 
図 3-5 強制水泳ホイール試験でのレセルピン処置マウスでの 8-OH-DPAT の水
車回転数増加作用に対する（−）-プロプラノロールの作用（A）および
レセルピン処置マウスでの（−）-プロプラノロール単独投与の影響 
カラム内の数値は例数を示す。▲P<0.05、▲▲P<0.01、比較群との有意な差、Student t 検定。 
△△P<0.01、8-OH-DPAT 投与群との有意な差。一元配置分散分析の結果有意であったため、
Dunnett 検定を行った。 
レセルピン処置マウスで 8-OH-DPAT（0.3mg/kg, i.p.）は水車回転数を増加させ、（−）-プロ
プラノロール 3 mg/kg, i.p.により、8-OH-DPAT の水車回転数増加作用は拮抗された（A）。（−）
-プロプラノロール 単独投与では水車回転数には影響を示さなかった。 
 
（−）-プロプラノロールは、1 あるいは 3 mg/kg を腹腔内投与し、投与 30 分後に
6 分間の強制水泳ホイール試験を行った。8-OH-DPAT と併用投与する場合は、（−）
-プロプラノロールを投与した 15分後に 0.3 mg/kgの 8-OH-DPATを腹腔内投与し、
その 15 分後に試験を行った。 
8-OH-DPATの投与により、水車回転数は増加した。（−）-プロプラノロール1 mg/kg
の共投与では 8-OH-DPAT 単独群の水車回転数と比較して変化はなかったが、3 
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mg/kg の共投与により、8-OH-DPAT により増加した水車回転数が有意に減少した
（図 3-5A）。用いた投与量の（−）-プロプラノロールは、レセルピン処置マウス
の水車回転数に影響を与えなかった（図 3-5B）。したがって、8-OH-DPAT による
水車回転数増加には、8-OH-DPAT による 5-HT1A受容体の刺激が関与していること
が示唆された。 
3.2.3.4  レセルピン処置マウスにおける 8-OH-DPAT による水車回転数増加に対する
NAN-190 の効果 
（−）-プロプラノロールとは別の 5-HT1A受容体アンタゴニストである NAN-190
を用いてレセルピン処置マウスにおける 8-OH-DPAT の水車回転数増加作用に対す
る拮抗作用を検討した。NAN-190は、pre-synapticの 5-HT1A受容体に対してパーシャ
ルアゴニストとして、post-synaptic の 5-HT1A受容体に対してはアンタゴニストとし
て働く（Glennon RA et al., 1988; Hjorth S et al., 1990）。 
NAN-190 は、0.3 および 1 mg/kg を腹腔内に投与し、投与 30 分後に強制水泳ホイー
ル試験を行った。8-OH-DPAT と共投与する場合は、NAN-190 を投与した 15 分後
に 0.3 mg/kg の 8-OH-DPAT を腹腔内投与し、その 15 分後に強制水泳ホイール試験
を行った。 
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図 3-6 強制水泳ホイール試験でのレセルピン処置マウスでの 8-OH-DPAT の水
車回転数増加作用に対する NAN-190 の作用（A）および NAN-190 単独
投与の影響 
カラム内の数値は例数を示す。▲▲P<0.01、比較群との有意な差、Student t 検定。 
△△P<0.01、8-OH-DPAT 投与群との有意な差。一元配置分散分析の結果有意であったため、
Dunnett 検定を行った。 
レセルピン処置マウスで 8-OH-DPAT（0.3mg/kg, i.p.）は水車回転数を増加させ、NAN-190 0.3
および 1 mg/kg, i.p.により、8-OH-DPAT の水車回転数増加作用は拮抗された（A）。NAN-190
単独投与では水車回転数には影響を示さなかった。 
 
その結果、レセルピン処置マウスで 8-OH-DPAT が水車回転数を増加させたのに
対し、NAN-190 は用量依存的な拮抗作用を示した（図 3-6A）。一方、NAN-190
単独群では、0.3 mg/kg 投与でやや水車回転数が増加傾向を示したが、有意な変化
ではなかった（図 3-6B）。このことから、8-OH-DPAT による水車回転数増加作用
には、post-synaptic 5-HT1A受容体が関与していることが示唆された。 
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3.2.3.5  自発運動量に対する各薬物の作用 
回転カゴを用いた自発運動量測定を、強制水泳ホイール試験と同じ薬物の投与タ
イミングで行った。8-OH-DPAT およびイミプラミンは、レセルピン非処置マウス
でも自発運動量を測定した。 
 
図 3-7 レセルピン処置マウスの自発運動量に対するイミプラミン、8-OH-DPAT、
（−）-プロプラノロールおよび NAN-190 の作用（A）ならびにレセルピ
ン非処置マウスの自発運動量に対する 8-OH-DPAT およびイミプラミン
の作用（B） 
（A）において、（ ）内の数値は例数を示す。イミプラミンは 30 mg/kg、8-OH-DPAT は
0.3 mg/kg、（−）-プロプラノロールは 3 mg/kg および NAN-190 は 1 mg/kg を腹腔内投与した。
**P<0.01、レセルピン非処置コントロール群との有意な差、一元配置分散分析で有意であった
ため Dunnett 検定を行った。（B）例数は各群 8 例。*P<0.05、**P<0.01、コントロール群との
有意な差。一元配置分散分析の結果有意であったため、Dunnett 検定を行った。 
レセルピン投与により、回転カゴの回転数は有意に減少し、各薬剤の投与により回転数は増
加しなかった（A）。レセルピン非処置マウスの回転カゴの回転数に対する 8-OH-DPAT およ
びイミプラミンの効果は、いずれの薬物も回転数を減少させ、イミプラミンは 30 mg/kg, i.p.以
上では有意であった（B）。8-OH-DPAT およびイミプラミンは、マウスの自発運動量を増加さ
せないことが示唆された。 
 
レセルピン 1 mg/kg の皮下投与により、自発運動量は顕著に減少した。レセルピ
ンにより減少した自発運動量に対し、イミプラミン（30 mg/kg, i.p.）あるいは
8-OH-DPAT（0.3 mg/kg, i.p.）は作用しなかった。（−）-プロプラノロール（3 mg/kg, 
A B
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i.p.）および NAN-190（1 mg/kg, i.p.）は、レセルピンによる自発運動量の減少をさ
らに減少させる傾向を示したが、有意な差ではなかった（図 3-7A）。レセルピン
処置をしていない正常マウスの運動量に対して、8-OH-DPAT の高用量（1 mg/kg, i.p.）
およびイミプラミンの高用量（30 および 60 mg/kg, i.p.）は、自発運動量を減少させ
た。8-OH-DPAT については、統計学的には有意ではなかった（図 3-7B）。 
 
3.2.3.6  マウス脳におけるレセルピン投与によるモノアミン含量の減少 
レセルピン（1 mg/kg, s.c.）投与 24 時間後のマウスの小脳を除いた全脳中の各種
モノアミンおよび代謝物の含量を測定した。また、レセルピン処置したマウスに、
8-OH-DPAT（0.3 mg/kg, i.p.）は脳摘出 15 分前に、イミプラミン（30 mg/kg, i.p.）
および NAN-190（3 mg/kg, i.p.）は脳摘出 30 分前に投与して同様に小脳を除いた全
脳中の各種モノアミンおよび代謝物含量を電気化学検出器付 HPLC により測定し
た。 
その結果、レセルピン処置により、マウス脳中の各モノアミン含量は顕著に低下
し、代謝物は増加傾向を示した。レセルピンによるモノアミン含量の低下に対し、
8-OH-DPAT、イミプラミンおよび（−）-プロプラノロールは影響を与えなかった
（表 3-1）。 
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表 3-1 レセルピンによるマウス脳中モノアミン含量の低下作用 
 
レセルピン（1 mg/kg, s.c.）処置翌日に摘出した小脳を除くマウス全脳中の各モノアミンおよ
びその代謝物の含量を示した。5-HT、NA および DA はいずれもレセルピン処置により含量が
非常に低下した。一方、それぞれの代謝物である 5-HIAA、MHPG および DOPAC はレセルピ
ン措置により増加していた。8-OH-DPAT、イミプラミンおよび（−）-プロプラノロールは、用
いたとうよりょうでモノアミン含量に影響を及ぼさなかった。 
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3.2.4  考察 
マウスを用いた強制水泳ホイール試験において、マウスによる水車の回転数をう
つ様作用の指標として用いた。すなわち、6 分間の強制水泳ホイール試験のセッ
ションにおいて、マウスが不快かつ不安を感じる刺激である水への浸漬から逃れよ
うとして、装置内に設置してある水車を登って逃げようとする行動量を測定し、水
車の回転数をうつ様症状の指標とした。 
レセルピンは、ラウオルフィア・アルカロイドであり、シナプス小胞へのモノア
ミンの取り込みを阻害し、シナプス小胞のモノアミンを枯渇させる。この作用によ
り、交感神経終末でモノアミンが減少し、モノアミン作動性シナプスでの興奮伝達
を阻害する。また、中枢神経系のモノアミンを遊離・放出させ、枯渇させるととも
に、これらアミン類の貯蔵部位への再取り込みを抑制する。適応症としては、高血
圧性脳症、脳出血発作などの高血圧性緊急症およびフェノチアジン系薬物の使用困
難な統合失調症があるが、重大な副作用としてはうつ状態があるため、特殊な場合
に限って用いられる。 
測定前日にレセルピンを投与したマウスと正常なマウスの水車回転数を比較す
ると、レセルピン処置により、回転数は減少した（データは示していない）。また、
レセルピン処置マウスを用いた強制水泳ホイール試験において、三環系抗うつ薬で
あるイミプラミンは、用量依存的に回転数を増加させた。レセルピン処置したマウ
スでは、水への浸漬に対して不快や恐怖を感じて水から逃れようとする逃避行動を
開始しても、すぐに逃避を諦めてしまうため、水車をあまり回転させなかったと推
測される。レセルピンは、脳内のモノアミン含量を顕著に低下させることから、水
への浸漬というストレス刺激に対して活動性が亢進する神経から放出される 5-HT
あるいは NA などのモノアミンの放出量が低下してしまうため、うまく対応が取れ
ていないと考えた。 
Porsolt ら（1977, 1978）の強制水泳試験では、三環系抗うつ薬のイミプラミンは、
ネズミの不動時間を短縮する効果を示す。我々の行った強制水泳ホイール試験の原
理は、Porsolt らの行った強制水泳試験と同一であり、不動時間の測定にあたる指標
が水車の回転数となるようにしている。強制水泳ホイール試験においても、抗うつ
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薬イミプラミンの投与により水車の回転数が増加した、すなわち、水車の回転数は、
強制水泳試験での不動時間の短縮に相当し、強制水泳ホイール試験での水車回転数
の増加は、投与した薬剤の抗うつ様作用を何らか反映すると考えた。ただし、この
試験系で、投与した薬剤が自発運動量を増加させる効果がある場合には、抗うつ様
作用以外の効果を検出することになるため注意が必要である。 
抗うつ様作用発現の作用メカニズムで、5-HT 神経系の活動性および 5-HT 神経系
から放出された 5-HT の作用部位に着目した。うつ病あるいは不安障害といった病
気は、心理的なストレス刺激が発症の引き金となることが多い。5-HT 神経の活動
性に影響を与える SSRI および SNRI は、5-HT 神経終末から放出された 5-HT が神
経終末に再取り込されるのを抑制し、シナプス間隙中に漂う 5-HT の濃度を上昇さ
せて、5-HT の作用する受容体に対する刺激を増加させる。実際に、SSRI あるいは
SNRI は、うつ病あるいは不安障害の治療で効果を示し、それぞれの疾患において
の第一選択薬となっている。よって、5-HT 神経の活動性が、うつ病あるいは不安
障害に関連すると考えた。 
5-HT1A受容体は、5-HT 神経の細胞体および樹状突起に発現している pre-synaptic 
5-HT1A受容体と海馬、大脳皮質、扁桃体あるいは中隔など、5-HT 神経の軸索が投
射している部位に発現している post-synaptic 5-HT1A受容体がある。前者は、
autoreceptor として機能し、5-HT 神経が興奮すると、細胞体あるいは細胞体近傍の
樹状突起より放出された 5-HT が pre-synaptic5-HT1A 受容体を刺激することにより、
5-HT神経系の活動を抑制する（Celada P et al., 2013; Gartside SE et al., 1999; Flecher A 
et al., 1993; Innis RB and Aghajanian GK, 1987; Kreiss DS and Lucki I, 1994; Sharp T et 
al., 2007）。 
レセルピンを投与したマウスで、イミプラミンの作用が増強していたが、これは、
神経終末に含まれるモノアミンが急速に減少したことに対するpost-synapticの神経
に存在する受容体の感受性亢進が生じた結果であると推測される。 
5-HT1A受容体に対するアゴニストである 8-OH-DPAT は、この試験においてイミ
プラミン同様水車回転数を増加させたが自発運動量を増加させなかった。以上から、
8-OH-DPAT は、抗うつ様作用を示すことが示唆された。 
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8-OH-DPAT の抗うつ様作用のメカニズムを探るため、5-HT1A受容体に対するア
ンタゴニストとして作用する（−）-プロプラノロールおよび NAN-190 による拮抗
試験の結果、8-OH-DPAT による水車回転数増加作用はこれらの薬物により拮抗さ
れた（図 3-5、図 3-6）。5-HT1A 受容体に拮抗作用を示さない β-アドレナリン受容
体拮抗薬である（−）-アテノロールを用いて同様の実験を行ったが、（−）-アテノ
ロールは 8-OH-DPAT による水車回転数に拮抗しなかった（図 3-8）。これらの結
果から、8-OH-DPAT による水車回転数の増加作用は、5-HT1A受容体を刺激したこ
とによる効果と考えた。さらに、レセルピン処置により、マウス脳内の 5-HT 含量
は 1/3 以下に低下していた。したがって、5-HT 神経が興奮した際に神経終末およ
び細胞体から放出される 5-HT 量は正常な状態に比べ大幅に低下し、5-HT 神経が興
奮した際に pre-synaptic の 5-HT1A受容体を刺激することによる autoregulation は正
常状態よりも弱くなると考えた。しかし、実際にはレセルピン処置した方が
8-OH-DPAT の反応は増強しており、8-OH-DPAT による抗うつ様作用は、
pre-synaptic 5-HT1A受容体よりも post-synaptic5-HT1A受容体を刺激したことによる
効果と考えた。すなわち、8-OH-DPAT は、post-synaptic の 5-HT1A受容体を刺激す
ることにより、抗うつ様作用を示すことが示唆された。 
 
図 3-8 強制水泳ホイール試験でのレセルピン処置マウスでの 8-OH-DPAT の水
車回転数増加作用に対する（−）-アテノロールの作用 
平均値±標準誤差（n=8-10）で示した。5-HT1A受容体に作用しない（−）-アテノロール
（3mg/kg,i.p.）は、8-OH-DPAT（0.3 mg/kg, i.p.）による水車回転数増加に拮抗しなかった。 
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図 3-9 レセルピン処置による 5-HT 神経での 5-HT1A 受容体の制御（推定図） 
5-HT 神経上の pre-synaptic にある 5-HT1A受容体および post-synaptic 神経上の 5-HT1A受容体
を模式的に示した。ストレス刺激などが加わり、5-HT 神経が活動すると、神経終末から 5-HT
を放出し post-synapticにある神経上の 5-HT受容体を刺激する。これらの受容体の中には 5-HT1A
受容体も含まれている。また、5-HT 神経は、細胞体部および樹状突起でも 5-HT を放出し、
pre-synaptic 5-HT1A受容体も同時に刺激して 5-HT 神経の活動を抑制する。レセルピン処置によ
り、5-HT 神経から放出される 5-HT 量は減少し、pre-synaptic 5-HT1A受容体を介した制御は弱
くなる。神経終末より放出される 5-HT が減少するため、post-synaptic 受容体に対する刺激も低
下するが、おそらく受容体の up regulation などにより、受容する 5-HT 量を増やし、5-HT 伝達
を補完する。 
：後シナプス神経活動
：神経活動抑制
5‐HT作動性神経
前ｼﾅﾌﾟｽ5-HT1A受容体 後ｼﾅﾌﾟｽ5-HT1A受容体
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：後シナプス神経活動
：神経活動抑制
5‐HT作動性神経（レセルピン処置）
前ｼﾅﾌﾟｽ5-HT1A受容体 後ｼﾅﾌﾟｽ5-HT1A受容体
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3.2.5  結論 
レセルピンを投与することにより、モノアミンを枯渇させた状態のマウスで強制
水泳ホイール試験を行なうことで、pre-synaptic の 5-HT 神経活性を抑制した状態で
の薬剤の抗うつ様作用を評価した。 
この評価系で、三環系抗うつ薬と同様に 8-OH-DPAT は抗うつ様作用を示した。
この作用は、5-HT1A受容体のアンタゴニスト作用を有する（−）-プロプラノロール
および NAN-190 によって拮抗されたことから、8-OH-DPAT の作用は、post-synaptic
神経上の 5-HT1A受容体を刺激することがそのメカニズムとして考えた。このこと
から、抗うつ作用発現には post-synaptic の 5-HT1A受容体を刺激することにより、
post-synaptic 神経活動を調節することが抗うつ作用発現に繋がることが推測された。 
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3.3  新規ピペリジン誘導体 AP521 の抗不安としての開発およびその作用機序解明研
究 
3.3.1  背景および目的 
旭化成ファーマ株式会社では、ベンゾジアゼピン受容体に結合する β-カルボリンの
構造を基に新規不安薬の開発を行い、不安障害モデルのラットを用いて抗不安作用を
評価し、候補化合物を探索してきた。その結果、不安障害モデルラットにおいて、強
い抗不安作用を示した、[N-cyclohexyl-1, 2, 3, 4-tetrahydrobenzo (b) thieno (2, 3c) 
pyridine]-3-carboamide, hydrochloride（開発コード AP159）という新規ベンゾチエピン
系の合成薬を見出した。ところが、AP159 は、従来の抗不安薬が標的としたベンゾジ
アゼピン（BZD）受容体に結合せず、BZD 受容体のアゴニストが示す筋弛緩作用、健
忘惹起作用、麻酔増強作用などを有さないことが明らかになった。その作用点を探索
したところ、AP159 は 5-HT1A 受容体に親和性を持つことが判明した。5-HT1A 受容体
を標的とした抗不安薬としては、本邦ではタンドスピロンが、海外ではブスピロンが
用いられている。AP159 の作用点は、おそらく 5-HT1A 受容体であると推測された
（Kawakubo et al., 1990; Nagatani et al., 1991）。しかしながら、AP159 は、動物を用い
た毒性試験により肝酵素上昇を起こすことがわかり、開発を断念した。 
そこで、AP159 の周辺化合物で、不安障害モデルラットで抗不安作用を示し、かつ
5-HT1A受容体に結合する新規化合物 (R)-Piperonyl-1, 2, 3, 4-tetrahydro [1] benzothieno 
[2, 3-c] pyridine-3-carboxamide hydrochloride （AP521）を見出した（図 3-10）。AP521
の特性は AP159 と類似しており、BZD 受容体アゴニストで起きる筋弛緩作用や学習・
記憶阻害作用がなく、AP159 よりも低用量で抗不安作用を発揮した。また、懸念され
た肝酵素の上昇も軽微であり、AP521 を開発することにした。 
AP521 のスクリーニングは、Vogel 型のコンフリクト試験というラットを用いた不
安障害モデルにおいて、抗不安作用の強い薬物をピックアップしたため、AP521 の抗
不安作用の特性や作用メカニズムの詳細は分かっていなかった。そこで、AP521 の薬
効上の特徴を類薬と比較し、その作用メカニズムを解明することにした。また、作用
メカニズム解明を通じて、不安状態における 5-HT 神経活性変化にも注目した。 
これらを調べる方法としては、不安惹起の方法の異なる不安障害の動物モデルでの
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薬効比較、作用点を確認するための各種受容体あるいはモノアミン再取り込部位への
結合評価、5-HT1A 受容体発現細胞に対するアゴニスト作用検討、5-HT 神経活動に対
する作用評価を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3-10 AP521 の化学構造式 
 
3.3.2  不安障害について 
不安障害は、精神疾患の中で不安を主症状として訴える症候群をまとめたもので
ある。不安は正常な人でも感じるが、不安の程度が異常に強く持続的になる疾患で
あり、うつ病とならび発生頻度が 5～15%と報告されている
（http://www.mhlw.go.jp/kokoro/speciality/detail_panic.html）。 
 
 
図 3-11 不安障害の分類 
 
不安障害は、単一の感情障害ではなく、米国精神医学会による精神障害の診断と
統計の手引き（Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV: DSM-IV）な
不安障害
パニック障害
全般性不安障害
強迫性障害
外傷後ストレス障害
恐怖症
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どで、大別して図 3-11 のような 5 つの症状に分類される（American Psychiatric 
Association, 1994; Nutt DJ, 2005）。下記に、それぞれの症状について解説する。 
 
[1] パニック障害 
パニック発作という、動悸、息苦しさ、発汗、震えなどの症状を引き起こすのが
特徴であり、発作は突然起こる。死の恐怖を感じるため病院を受診し検査をするが、
異常が見当たらないことが多い。予期せず繰り返す発作に対し、発作が起きること
に対する不安（予期不安）を感じ、外出ができなくなるなど日常生活に支障を来す。
電車や公共機関などにいる時に、逃げられない場所にいる感じる恐怖（広場恐怖）
を伴う場合と伴わない場合がある。 
 
[2] 全般性不安障害（Generalized Anxiety Disorder: GAD） 
対象が特定されない強い不安が、6 か月以上継続して起こり、不安のある日の方
が多い。疲労感、身体症状、不眠などの症状を伴う。 
 
[3] 強迫性障害（Obsessive-Compulsive Disorder: OCD） 
自分でも不合理だと感じるような考えに繰り返し襲われ（強迫観念）、これに対
する不安を払拭するため、儀式的な行動（強迫行為）を繰り返してしまう。代表的
な症状には、1 日中確認行為をしたり、手を洗ったりすることがある。そのため、
本人はもちろん、家族など周囲の人の生活にも支障を来す。 
 
[4] 外傷後ストレス障害（Post-Traumatic Stress Disorder: PTSD） 
生命の危険を感じるような強い外傷的なストレス因子を見たり、聞いたりした後
に生じる障害。そのイベントから 4 週間以内に生じるものが急性ストレス障害であ
り、1 ヶ月を過ぎても症状が持続しているものが外傷後ストレス障害と呼ばれる。
いずれの障害も、症状には、覚せい亢進、再体験、解離、回避などがある。 
 
[5] 恐怖症 
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恐怖はその対象がはっきりしており、その対象にさらされる、またはさらされる
と思うことで非常に強い恐怖を感じる障害。社会恐怖とは、恐怖の対象が「知らな
い人たちの前で注目を浴びるような社会的状況」であり、その恐怖が過剰であると
自他ともに認められる場合に診断される。それ以外の特定の恐怖の対象がある場合
は、特定の恐怖症という診断名となる。例として、高所恐怖、閉所恐怖などが挙げ
られる。 
 
3.3.3  不安障害の薬物治療 
SSRI は、不安障害の薬物治療の第一選択薬として広く用いられている（Bandelow 
B et al., 2008; Kent JM et al., 1998; Sheehan DV and Sheehan KH, 2007）。SSRI は、全
ての不安障害に有効で、忍容性も良いが、効果が現れ始めるまでに数週間を要する
（Bandelow B et al., 2008）。SNRI あるいは三環系抗うつ薬も不安障害治療には有
効であるが、主要な作用機序は、SSRI と同じく神経終末に発現している 5-HT 再取
り込部位の阻害であることから、SSRI と似た性質を持っている。しかし、5-HT 再
取り込部位以外については、SNRI であれば、NA の再取り込部位、三環系抗うつ
薬であれば、薬剤によって異なるがムスカリン受容体に結合するなど、5-HT 再取
り込部位以外にも結合するため、副作用面では SSRI と多少キャラクターが変わっ
てくる。 
BZD 化合物は、数十年に亘り不安障害の治療薬として用いられている。特に、
全般性不安障害（GAD）およびパニック障害で用いられている。アルプラゾラム
などの高力価 BZD は、パニック障害の治療で急速な効果を発現する薬剤として用
いられている。しかしながら、BZD は、治療中に生じる筋弛緩作用、認知障害お
よびアタキシアあるいは依存性などが問題となっている（Kent JM et al., 1998; 
Paterniti S et al., 2002; Chouinard G, 2004; Uzun S, 2010）。 
SSRI などが不安障害あるいはうつ病に有効なことは、5-HT がこういった情動に
関係することを示す。別のクラスの不安障害治療薬として、ブスピロンおよびタン
ドスピロンという 5-HT1A受容体のパーシャルアゴニストが用いられている
（Gorman JM, 2003; Nishitsuji K et al., 2004; Loane C et al., 2012）。しかし、これらの
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5-HT1A受容体アゴニストは、主として GAD の治療に用いられ、強迫性障害あるい
は恐怖症などに対する有効性は定まっていない。 
AP521 は、AP159 の基本骨格を基に合成された化合物であるため、AP159 で見ら
れた特徴は同じように反映する可能性が高い。AP159 の d-異性体をラットの背側
縫線核あるいは扁桃体に局所投与したところ、抗コンフリクト作用を示した（Takao 
K et al., 1992）。また、AP159 は 5-HT1A受容体に結合した（Nagatani T et al., 1991）。
よって、AP159 は、5-HT 神経に何らか作用していたと推測される。 
そこでまず、AP521 が AP159 の試験で認められたような抗不安作用を示すのか
について、コンフリクト試験以外の不安モデル系で評価し、その後、AP521 の作用
メカニズムの詳細を調べた。 
  
3.3.4  実験方法 
3.3.4.1  動物倫理 
用いた全ての動物は、米国立衛生研究所の発布した Guide for the Care and Use of 
Laboratory Animals および日本薬理学会で認められた実験動物に関する日本薬理学
会指針を順守して取扱い、実験を実施した。 
 
3.3.4.2  動物 
動物は、室温 23±3°C、湿度 55±15%にコントロールされた飼育室で飼育し、12
時間の明暗周期で飼育した。餌および水は自由摂取とした。 
 
3.3.4.3  Vogel 型コンフリクト試験 
抗不安薬の評価系として良く用いられる動物評価系として、Vogel が考案したコ
ンフリクト装置での飲水行動を評価する試験が用いられる（Vegel et al., 1971）。こ
の評価系は、動物を一晩絶水しておき、翌日飲水ノズルに電気ショックがかかる装
置に動物を入れると、ノズルを探し当ててすぐに水を飲むようになる。しかしこの
時にノズルを通じて電気ショックを与えると、水を飲みたいが電気ショックが嫌な
ため、水を思い切って飲むことができない、というコンフリクト状態に陥る。この
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ような状態の動物に抗不安薬を与えると、電気ショックに対する恐怖感が薄まり、
水を飲む回数（電気ショックを受ける回数）が増加する。 
実験には、体重150 g～250 gの雄性Wistarラットを用いた。ラットは一晩絶水し、
翌日、実験装置に入れ、30 秒間装置内のノズルから飲水させた。その後、ラット
が約0.03 mLの水（0.1% NaCl液）を飲むと、ノズルから床のグリットとの間に1 mA、
1 sec の電気ショックが流れるようにした。5 分間に 3～10 回水を飲んだラットを選
抜した。 
選抜したラットには、AP521、ジアゼパム（代表的な BZD）およびタンドスピロ
ンを経口投与し、投与 60 分後に装置に入れ 5 分間の飲水回数、すなわち電気ショッ
クを受ける回数を計測した。AP521 の抗コンフリクト作用に対する NAN-190 の作
用を検討する場合は、AP521 を経口投与した 30 分後に NAN-190 あるいは生理食塩
液を腹腔内投与した。このセッションでは 1 滴の水を飲むごとに 2.0 mA、1 sec の
電気ショックがかかるようにした。 
 
3.3.4.4  Conditioned fear stress 試験 
ラットを電撃箱に入れ、フットショックをかけた。このセッションを 2 日間続け
て、ラットに恐怖条件づけ（fear conditioning）を行った。評価日に薬物を投与した
ラットを電撃箱に入れ、電気ショックは与えない状態で 5 分間ラットの状態を観察
した。ラットは、再び電気ショックが与えられるという恐怖で、freezing と呼ばれ
る硬直した不動姿勢を取る。Freezing の定義は骨格やヒゲの動きがない状態とし、
5分間の測定時間の間に freezingの起きた時間を調べた。これらの方法は、Hashimoto
らの方法（1996, 1997）に従った。 
体重 240 g～300 g の雄性 Spraugue-Dawley ラットを用い、個別に電撃箱（30×24×30 
cm、Med Associates Inc. St. Albans, VT）に入れ、2.5 分間電気ショックをかけた。
電気ショックは 2.5 mA の scrambled shock を 30 秒間、30 秒間のインターバルで負
荷した。電気ショックは、ENV-410 ショック発生機（Med Associates Inc.）を用い
た。2 日間のセッション後、AP521、ジアゼパム、タンドスピロン、SSRI であるシ
タロプラム（citalopram）を投与し、投与 60 分後に、電撃箱に、電気ショックをか
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けずにラットを入れ、5 分間観察した。AP521 とシタロプラムの併用効果を観察す
る場合は、AP521（1 mg/kg, p.o）およびシタロプラム（1 mg/kg, i.p.）の投与量は、
単独で conditioned fear stress 試験での freezing 行動をあまり改善しない投与量を用
いた。AP521 あるいは蒸留水を経口投与し、シタロプラムあるいは生理食塩液を腹
腔内投与して、その 60 分後に freezing 行動を評価した。 
観察は、10 秒ごとに動物が freezing を起こしていたか観察し、freezing を起こし
ていた比率で示した。 
 
3.3.4.5  高架式十字迷路試験方法 
高架式十字迷路試験は、電気ショックなどを与えず、動物本来の不安に基づいた
unconditional な不安惹起系である。高架式十字迷路は、床から 50 cm の高さに、長
さ 50 cm、幅 10 cm の迷路を十字型に組み、そのうちの対角の二つのアームについ
ては、高さ 50 cm の壁を設置してある（図 3-12）。ラットを迷路の交差部分に置
くと、ラットはまず壁のある closed arm に入り込む。Closed arm 内を探索して落ち
着いた後、open arm 内の探索を試みる。しかしながら、壁のない open arm のよう
な開けた場所は、ラットにとっては外敵に襲われる危険性のある場所であり、本能
的に不安を感じる。そのため、open arm を探索したいという欲求と本能的に感じる
不安の葛藤が生じる。抗不安薬を投与すると、この葛藤を部分的に解消し、open arm
に入る回数および open arm の探索時間が増加する。これを抗不安作用と考える。 
体重 200 g～300 g の雄性 Sprague-Dawley ラットを用い、薬物を投与した 60 分後
に、ラットを高架式十字迷路に静かに置き、10 分間の open arm での滞在時間およ
び両 arm への侵入回数を計測し、open arm への侵入率を計算した。 
 
 72 
 
 
 
図 3-12 高架式十字迷路装置図 
床から 50 cm の高さに、壁のある closed arm および壁の無い open arm が対角になるようにし
た迷路を設置する。ラットは、迷路の中央に静かに置き、10 分間の試行時間中の open arm に
滞在する時間および各 arm に侵入する回数のうち、open arm へ侵入した割合を求める。 
 
3.3.4.6  ヒト 5-HT1A受容体発現細胞における forskolin 誘発 cAMP 蓄積に対する作用 
ヒト 5-HT1A受容体の cDNA は、pcDNA（−）ベクターに組み込み、Fugene 6（Roche 
Applied Science, Indianapolis, IN）を用いて HEK293 細胞にトランスフェクトし、安
定してヒト 5-HT1A受容体を発現する細胞をスクリーニングした。5-HT1A受容体を
安定的に発現する細胞株を 24 穴のプレートで 10% fetal bovine serum、100 U/mL 
penicillin、100 ng/mL streptomycin を含有する Dulbecco’s Modified Eagle’s medium
（DMEM）中で 37°C、5%CO2 のインキュベーター中で培養した。 
評価時には、20 mmol/L HEPES、200 µmol/L の isobutylmethylxantine（IBMX, Sigma, 
St. Louise, MO）、および 0.8% dimethylsulfoxide（DMSO, Sigma）を含む DMEM 中
で 37°C、15 分間インキュベートした。このプレインキュベーション後、200 µmol/L
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の IBMX、10 µmol/L の forskolin を含む DMEM-HEPES に変更した。DMSO の終濃
度は、1%とした。 
化合物を添加して 37°C で 30 分間反応後、メディウムを取り除き、PBS でウェル
を洗浄し、100 µL の 1 mol/L の KOH を加えた。KOH を加えて、37°C で 20 分間細
胞を溶解後、100 µL の 1 mol/L の酢酸で中和し、Cayman 社（Ann Arbor, MI）の cAMP 
EIA kit を用いて、細胞中の cAMP レベルを測定した。 
5-HT1A受容体は、Gi/o の α サブユニットを持つ G タンパク質と共役することが
知られている。したがって、5-HT1A受容体に対するアゴニストが作用すると Gi/o
がアデニル酸シクラーゼの活性を抑制し、cAMP の産生を低下させる。そこで、こ
の反応を見やすくするため、アデニル酸シクラーゼを可逆的に賦活化する forskolin
（Sigma）存在下で、AP521、5-HT および 5-HT1A受容体のフルアゴニストである
8-OH-DPAT による cAMP 蓄積反応に対する効果を調べた。 
 
3.3.4.7  各種受容体、モノアミン再取り込部位阻害作用およびモノアミン酸化酵素阻
害作用 
AP521 の作用点を探るため、代表的な各種神経伝達物質の受容体に対する AP521
の親和性を検討した。また、SSRI、SNRI あるいは一部の三環系抗うつ薬の作用部
位である 5-HT、NA および DA の再取り込部位の阻害作用を検討した。さらに、シ
ナプス間隙に放出されたモノアミンを参加して代謝するモノアミン酸化酵素の阻
害作用についても検討した。 
受容体結合実験は、5-HT1A、5-HT1B、5-HT1Dおよび 5-HT3 受容体の結合試験を除
き、外部の contract laboratory（第一化学、茨城；Cerep、paris）に委託して実施し
た。受容体結合実験の概要は以下の通りである。ラット、マウスおよびモルモット
の各受容体の発現している組織あるいはヒトリコンビナント細胞をホモジェナイ
ズして S2 分画を取得し、膜標品を調製する。これらの膜標品と、評価したい受容
体に対する特異性が高い放射性リガンドおよび AP521 をアッセイバッファー中に
加え、反応させる。温度条件あるいは反応時間は、それぞれ調べたい受容体によっ
て異なる。反応終了時には、この反応液を GF/B あるいは GF/C ガラスメンブレン
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フィルターで急速吸引濾過し、フィルターは氷冷したバッファーで 3 回程度洗浄す
る。フィルターは乾燥させ、シンチレーターを加えてシンチレーターカウンターで
放射活性を測定した。 
 
3.3.4.8  マイクロダイアリシスの方法 
脳の神経活動を反映するものとして、神経終末からの神経伝達物質の放出を指標
とすることができる。細い半透膜のチューブを細いプローブ中に通し、プローブの
先端のみ半透膜が露出するダイアリシスプローブをラットの脳に埋め込み、この半
透膜を人工脳脊髄液で灌流した。プローブを埋め込んだ脳部位の神経終末から細胞
外に放出されたモノアミンは、この半透膜を通過して灌流液中に回収される。この
灌流液を 30 分置きに回収し、回収液中のモノアミン濃度を測定すると細胞外のモ
ノアミン濃度が高い場合には、回収液中の濃度が高くなる。この原理を用いて、微
小灌流によるモノアミンなどの測定をする方法がマイクロダイアリシス法である。 
今回の実験では、情動発現に関係が深く、また、縫線核からの 5-HT 含有神経が
投射していることが知られている内側前頭前野にダイアリシスプローブを埋め込
み、AP521 およびタンドスピロンの作用を検討した。 
体重 250 g～300 g の雄性 Sprague-Dawley ラットを用いた。ラットは、ペントバ
ルビタールナトリウム 50 mg/kg, i.p.投与により麻酔し、脳定位固定装置（David Kopf 
Instruments, Tujunga, CA）で頭部を固定した。頭皮を切開して頭骨を露出し、AG-4
ガイドカニューレ（エイコム、京都）を bregma から A: +3.2、ML: +0.8、DV: 1.0 mm
の内側前頭前野に埋め込んだ。ダイアリシスプローブ（外径 0.105 mm、A-I-4-03、
エイコム）はガイドカニューレの中に挿入した。これにより、ダイアリシスプロー
ブの先端約 3.0 mm が内側前頭前野の組織中に接することになる。術後のラットは
個別に飼育ケージで飼育した。 
手術翌日、ラットをマイクロダイアリシス用のプラスチックケージに移し、ダイ
アリシスプローブへの人口脳脊髄液の灌流を開始した。人口脳脊髄液の組成は、145 
mmol/L NaCl、3.0 mmol/L KCl、1.3 mmol/L CaCl2、1.0 mmol/L MgCl2 であり、ダイ
アリシスプローブの灌流速度は 2 µL/min とした。AP521（3 および 10 mg/kg）ある
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いはタンドスピロン（10 mg/kg）または媒体は、灌流液の回収開始から 60 分後に
皮下投与した。灌流液は回収後、逆相高速クロマトグラフィー装置（EP-300、エイ
コム）にて、Eicompak SC-5ODS カラムで分離し、電気化学検出器で検出した。 
 
3.3.4.9  SSRI との併用効果（Conditioned fear stress 環境下での細胞外 5-HT 濃度に
対する作用） 
3.3.4.4 章で示した方法により、ラットに電気ショックを条件付けした。ただし、
方法は少し変更し、記憶想起のキューとなるように直径 6 cm のプラスチックボー
ルを電撃箱内に入れてから電気ショックを条件付けした。条件付けが終わったラッ
トはペントバルビタールナトリウムで麻酔し、3.3.4.8 章に示した方法でマイクロダ
イアリシスプローブを内側前頭前野に埋め込んだ。 
翌日、ラットは、マイクロダイアリシス実験用のプラスチックケージに入れ、プ
ローブ内を人口脳脊髄液で灌流した。灌流開始から 30 分後に、AP521あるいは 0.5%
メチルセルロースを経口投与し、同時にシタロプラムあるいは生理食塩液を腹腔内
に投与した。投与後 60 分間経過後、条件付けで用いたボールをケージ内に入れた。
ラットはボールを見て、freezing 行動を示した。30 分間経過後、ボールをケージ内
から取り除き、さらに 70 分間灌流した。灌流液の回収は 10 分間毎に行い、回収し
た灌流液は、3.3.4.8 章の方法で 5-HT 濃度を測定した。 
 
3.3.4.10  Morris 水迷路試験 
体重 230 g～300 g の雄性 Wistar ラットを用いた。水迷路は、図 3-13 に示すよう
な直径 1.5 mのプールを用いた。プール中には、25°Cの水を 30 cmの高さまで張り、
中央に透明なアクリル製の直径 12 cm のプラットフォームを水面下 2 cm の位置に
設置した。ラットは、プールの端から水に入れ、プラットフォームにたどり着くま
で泳がせた。プラットフォームにたどり着いたラットは、実験室の配置からプラッ
トフォームの位置を記憶させるため、15 秒間プラットフォーム上に置いてから
ケージに戻した。ラットをプールに入れる場所はランダムに行い、ラットがプラッ
トフォームのある位置を覚えるまで 1 日 3 回、4 日間トライアルを行った。 
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トライアル終了翌日に、0.5%メチルセルロース、AP521 あるいはジアゼパムを経
口投与し、30 分後に水迷路に入れてプラットフォームにたどり着くまでの時間を
計測した。 
 
 
図 3-13 Morris 水迷路装置 
直径 1.5 m のプールに 25°C の水を 30 cm の高さまで張り、中央に透明なアクリル製の直径
12 cm のプラットフォームを水面下 2 cm の位置に設置した。ラットは、プールの端から水に入
れ、プラットフォームにたどり着くまで泳がせた。プラットフォームにたどり着いたラットは、
プラットフォームの位置を記憶させるため、15 秒間プラットフォーム上に置いてからケージに
戻した。この試行を 1 日 3 回、4 日間行った。 
 
3.3.4.11  Rota-rod 試験 
体重 25 g～35 g の雄性 ddY マウスを用いた。Rota-rod 装置は、図 3-14 に模式図
を示した。直径 3 cm の棒に約 5 cm の幅でディスクがついており、この棒とディス
クが同時に回転する。マウスは、棒の回転と逆方向、すなわち回転する棒の上を歩
くような向きに乗せ、1 分間に 12 回の回転速度で回転させ、落下するまでの時間
を計測した。測定時間は 3 分間とした。 
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図 3-14 Rota-rod 装置 
心棒に円盤の仕切りがついた装置を一定速度で回転させる。マウスは、心棒の回転方向に向
かって置き、3 分間の試行時間中に棒から落下するまでの時間を計測した。 
 
3.3.4.12  チオペンタール麻酔延長作用 
ベンゾジアゼピン系の麻酔導入薬であるチオペンタールによる麻酔時間に対す
る AP521 あるいはジアゼパムの延長効果を検討した。雄性 Wistar ラットに 0.5%メ
チルセルロース、AP521 あるいはジアゼパムを経口投与し、その 30 分後にチオペ
ンタールナトリウムを 30 mg/kg の用量で静脈内投与した。正向反射消失から、正
向反射回復までを麻酔時間として計測した。 
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3.3.5  結果 
3.3.5.1  Vogel 型コンフリクト試験 
 
 
図 3-15 ラットを用いた Vogel 型コンフリクト試験での AP521、ジアゼパム  
およびタンドスピロンの抗コンフリクト作用 
値は、平均値±標準誤差で示した。カラム内の数値は例数を示す。MC: 0.5% methylcellulose。
*P<0.05、**P<0.01 vs MC コントロール（Dunnett 検定）。 
AP521 は、0.5 mg/kg, p.o.以上の投与量でショック受容回数を有意に増加させた。ジアゼパム
も用量依存的にショック受容回数を増加させ、10 mg/kg, p.o.でその増加効果は有意であった。
タンドスピロンは、ショック受容回数を増加傾向を示したが、その効果は有意ではなかった。 
 
AP521 は、0.5 mg/kg から 10 mg/kg までの投与量で有意なショック受容回数の増
加作用を示した。代表的な BZD 受容体アゴニストであるジアゼパムも用量依存的
なショック受容回数の増加作用を示した。5-HT1A受容体のパーシャルアゴニスト
であるタンドスピロンは、1 mg/kg から 30 mg/kg の用量範囲で、ショック受容回数
の増加傾向を示したが、用量反応はベル型をしており、増加作用は有意ではなかっ
た（図 3-15）。AP521 の効果はジアゼパムと同等で、タンドスピロンよりも強力
と考えた。 
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3.3.5.2  Conditioned fear stress 試験 
対照群は、全体の 70%～76%の時間に freezing 行動を示した。AP521 は、3 mg/kg
および 10 mg/kg で freezing 行動を有意に減少させた。しかし、ジアゼパムは freezing
行動を減少させなかった。タンドスピロンは、用量依存的に freezing 行動を減少さ
せ、30 mg/kg ではその減少は有意であった。SSRI のシタロプラムは、30 mg/kg で
有意な freezing 行動の減少作用を示した（図 3-16）。 
 
 
図 3-16 ラットを用いた conditioned fear stress 試験における AP521、ジアゼパ
ム、タンドスピロンおよびシタロプラムの freezing 時間の比率に対する
効果 
数値は平均値±標準誤差（n=16）で示した。MC：0.5% Methyl cellulose、DW: 蒸留水。*P<0.05、
**P<0.01 from control、Dunnett 検定。 
AP521 は、3 mg/kg, p.o.以上で freezing 行動を有意に抑制した。タンドスピロンおよびシタロ
プラムも 30 mg/kg, p.o.で有意な freezing 行動の抑制作用を示した。一方、ジアゼパムは、freezing
行動の抑制効果を示さなかった。 
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3.3.5.3  高架式十字迷路試験 
 
 
 
図 3-17 ラットを用いた高架式十字迷路試験における AP521、ジアゼパムおよ
びタンドスピロンの open arm 滞在時間に対する作用 
A: Open arm 滞在時間、B: Open arm 侵入回数率、数値は平均値±標準誤差（n=9-10）。MC: 0.5% 
methyl cellulose。*P<0.05、**P<0.01 vs MC 群、Dunnett 検定。 
AP521 は 3 mg/kg, p.o.、ジアゼパムは 3 mg/kg, p.o. 以上で有意な open arm 滞在時間の延長作
用を示した。一方、タンドスピロンは、30 mg/kg, p.o. まで open arm 滞在時間延長作用を示さ
なかった（A）。また、open arm 侵入率についても、AP521 は 3 mg/kg, p.o.で、ジアゼパムは 1 
mg/kg, p.o. 以上で有意に増加させたが、タンドスピロンは作用を示さなかった。 
 
媒体である 0.5% methyl cellulose 投与群では、10 分間の試験時間中に 40 秒から
75 秒程度しか open arm に滞在しなかった。AP521 の投与により、open arm での滞
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在時間は増加し、3 mg/kg では有意であった。ジアゼパムも用量依存的に open arm
滞在時間を 3 mg/kg 以上で有意に延長した（図 3-17A）。ジアゼパムによる open arm
での滞在時間延長は、10 mg/kg ではやや 3 mg/kg よりも減少しているようであった
が、この投与量ではやや筋弛緩作用などの副次的な身体作用も出始めており、その
ような影響があったかもしれない。Open arm への侵入回数の割合も滞在時間と同
様の傾向を示した（図 3-17B）。 
 
3.3.5.4  ヒト5-HT1A受容体での forskolin存在下でのcAMP蓄積に対するAP521、5-HT
および 8-OH-DPAT の作用 
 
AP521、5-HT および 8-OH-DPAT はいずれもヒト 5-HT1A受容体を発現した
HEK293 細胞における forskolin 誘発 cAMP 蓄積を抑制する作用を示し、その最大効
果はほぼ同程度であった（図 3-18）。AP521 は、5-HT1A受容体に対してアゴニス
トとして作用することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 82 
 
 
 
図 3-18 ヒト 5-HT1A 受容体発現 HEK293 細胞における forskolin によるｃAMP
蓄積に対する AP521、5-HT および 8-OH-DPAT の作用 
Forskolin は 10 µmol/L を用い、forskolin 刺激時の cAMP 量を 100%として各薬物刺激を行っ
た時の cAMP 量を測定した。値は、平均値±標準誤差で示した（n=4）。AP521、5-HT および
5-HT1A受容体の選択的なアゴニストである 8-OH-DPAT は、いずれも濃度に応じて cAMP 蓄積
を抑制した。 
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3.3.5.5  Forskolin 誘発 cAMP 蓄積に対する各薬物の抑制作用の作用点確認 
 
 
 
図 3-19 ヒト 5-HT1A 受容体発現 HEK293 細胞における AP521、5-HT および
8-OH-DPAT による forskolin 誘発 cAMP 蓄積抑制作用に対する
WAY-100635 の作用 
Forskolin は 10 µmol/L を用い、forskolin 刺激時の cAMP 量を 100%として各薬物刺激を行っ
た時の cAMP 量を測定した。AP521 および 5-HT は 10-6 mol/L、8-OH-DPAT は 10-8 mol/L を刺
激濃度として用いた。5-HT1A受容体の選択的なアンタゴニストである WAY-100635 は、単独
で cAMP レベルに影響を与えなかった 10-7 mol/L および 10-8 mol/L を用いた。値は、平均値±
標準誤差で示した（n=4）。**P<0.01 vs WAY (－), Dunnett 検定。 
AP521、5-HT および 8-OH-DPAT による cAMP 量の増加作用は、WAY-100635 によって抑制
された。用いた濃度の WAY-100635 は、cAMP 量に影響を及ぼさなかった。 
 
WAY-100635 は選択的な 5-HT1A受容体のアンタゴニストである（Forster EA et al., 
1995; Corradetti R et al., 1996）。WAY-100635 はヒト 5-HT1A受容体を安定的に発現
させた HEK293 細胞において、forskolin で誘発される cAMP 蓄積に対し、10-7 mol/L
および 10-8 mol/L では作用を示さなかった。一方、AP521 および 5-HT は 10-6 mol/L
で、8-OH-DPAT は、10-8 mol/L で顕著に forlkolin 誘発 cAMP 蓄積を抑制した（図 
3-19）。 
これらのアゴニストによる forskolin 誘発 cAMP 蓄積抑制作用は、5-HT1A受容体
アンタゴニストである WAY-100635 によって拮抗された。よって、AP521、5-HT
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および 8-OH-DPAT による forskolin 誘発 cAMP 蓄積抑制作用は 5-HT1A受容体を介
していることが示唆された。 
 
3.3.5.6  各種受容体に対する結合性 
表 3-2 AP521 の各種受容体に対する結合性 
 
評価した受容体に対して、AP521 は 1 µM で放射性リガンドの結合を 50%以上阻害しなかっ
た。ベンゾジアゼピン（BZP）受容体および GABA 受容体にも結合しないことが明らかとなっ
た。 
 
各種神経伝達物質受容体に対する AP521 の結合性。AP521 は 1 あるいは 100 
µmol/L の濃度で各種放射性リガンドと共に膜標品と反応させ、放射性リガンドの
結合阻害率を求めた。用いた濃度で 50%以上の阻害が求められたものについては、
AP521 の濃度を複数振って、50%阻害濃度を算出した。 
その結果、代表的な神経伝達物質である NA、DA、ヒスタミン、アセチルコリン
（ムスカリン）、グルタミン酸、γ-アミノ酪酸、グリシンなどの受容体に対する放
射性リガンドの結合を、AP521 は阻害しなかった（表 3-2）。 
 
Receptors IC50(nM) Tissue Ligand Non-specific Referense compound
α1 6660 Rat cerebral cortex 125I-HEAT Prazosin Phentolamineα2 >100000 Rat cerebral cortex 3H-p-Aminoclonidine p-Aminoclonidine Phentolamineβ1 >100000 Rat cerebral cortex 3H-DHA Propranolol Propranololβ2 >100000 Rat lung 3H-DHA Propranolol Propranolol
D1 31200 Rat striatum 3H-SCH23390 SCH23390 (+)-Butaclamol
D2 >100000 Rat striatum 3H-spiroperidol (-)-Sulpiride Haloperidol
H1 >100000 Guinea pig cerebellum 3H-Pyrilamine d-Chlorpheniramine Diphenhydramine
H2 >100000 Rat cerebral cortex 3H-Cimetidine Cimetidine Cimetidine
mACh >100000 Rat cerebral cortex 3H-QNB Atropine Atropine
GABAA >100000 Rat cerebellum 3H-Muscimol GABA GABA
GABAB >100000 Rat cerebellum 3H-Baclofen Baclofen Baclofen
BZP >100000 Rat cerebral cortex 3H-Flunitrazepam Diazepam Diazepam
Opiate 11100 Rat cerebral cortex 3H-Naloxone Naloxone Naloxone
NMDA >100000 Rat cerebral cortex 3H-CGS19755 L-Glutamic acid L-Glutamic acid
AMPA >1000 Rat cerebral cortex 3H-AMPA AMPA AMPA
Glycine site >1000 Rat cerebral cortex 3H-MDL105519 MDL105519 MDL105519
>1000 Rat cerebral cortex 3H-Glutamic acid Glutamic acid Glutamic acid
NK1 >1000 Human cloned(CHO) 3H-Substance P Substance P Substance P
Cannabinoid >1000 Rat cerebellum 3H-WIN55,212-2 WIN55,212-2 WIN55,212-2
Glucocorticoid >1000 Rat liver 3H-Dexamethasone Dexamethasone Dexamethasone
IP3 >1000 Rat cerebellum 3H-D-(1,4,5)IP3 D-(1,4,5)IP3 D-(1,4,5)IP3
Imidazoline(central) >1000 Rat kidney 3H-Idazoxan Guanabenz Guanabenz
A1 >100000 Rat cerebral cortex 3H-PPCA CPA CPA
A2 >100000 Rat striatum 3H-CGS21680 NECA NECA
CCKB >100000 Mouse cerebral cortex 3H-CCKB CCK-8 CCK-8
GABA uptake >100000 Rat cerebral cortex 3H-GABA GABA Nipecotic acid
GABA(non-selective) >1000 Rat brain 3H-GABA GABA GABA
EGF >1000 hEpidermal carcinoma 125I-EGF EGF EGF
TH >1000 Rat liver 125I-T3 T3 T3
TRH >1000 Rat brain 3H-Me-TRH TRH TRH
CRF1 >1000 Rat pituitary gland 125I-Tyr-CRF CRF CRF
Indication as “>1000” mean that radioligand-displacement by AP521 at the concentration of 1μM was lower than 50%. n=1.
Glutamate
 85 
 
 
3.3.5.7  5-HT 受容体サブタイプに対する AP521 の結合性 
表 3-3 5-HT 受容体サブタイプに対する AP521 の結合性 
 
AP521 は、5-HT1A、1B、1D、5A および 7 の各 5-HT 受容体サブタイプに結合性を示した。 
 
5-HT 受容体サブタイプに対する AP521 の結合性を調べた結果、AP521 は、5-HT1A、
5-HT1B（ラット）、5-HT1D（ヒト）、5-HT5A（ヒト）および 5-HT7 受容体の各受容
体に結合した（表 3-3）。他の古典的な神経伝達物質受容体と異なり、5-HT 受容
体サブタイプでは、AP521 は強い結合性を示し、特に、5-HT1A受容体および 5-HT7
受容体に強い結合性を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Subtype IC50(nM) Tissue Ligand Non-specific Referense compound
5-HT1A 135 Rat hippocampus 3H-8-OH-DPAT 5-HT 5-HT
5-HT1A 94 Human cloned(COS) 3H-8-OH-DPAT 5-HT 5-HT,8-OH-DPAT
5-HT1B 254 Rat cerebral cortex 125I-CYP 5-HT 5-HT
5-HT1B 5530 Human cloned(COS) 3H-5-HT 5-HT 5-HT,CGS12066B
5-HT1D 418 Human cloned(COS) 3H-5-HT 5-HT 5-HT,BRL15572
5-HT2 >10000 Rat cerebral cortex 3H-Ketanserin Amitriptyline 5-HT
5-HT3 >10000 Rat cerebral cortex 3H-Quipazine ICS 205-930 ICS 205-930,Quipazine
5-HT4 >10000 Guinea pig striatum 3H-GR113808 5-HT 5-HT
5-HT5A 422 Human cloned 125I-LSD Methiothepin Methiothepin
5-HT6 >1000 Human cloned 125I-LSD Methiothepin Methiothepin
5-HT6 >10000 Rat cloned(HEK293) 3H-LSD 5-HT 5-HT
5-HT7 17 Human cloned 125I-LSD Methiothepin Methiothepin
5-HT7 198 Rat cloned(HEK293) 3H-LSD 5-HT 5-HT
n=3 (Assays Asahi performed), others were n=1.
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3.3.5.8  モノアミン再取り込部位に対する作用 
 
表 3-4 モノアミン再取り込部位に対する AP521 の作用 
   再取り込部位         IC50 （nmol/L） 
 
    5-HT     12,000 
  NA     65,000 
  DA     No effect 
 
AP521 は、5-HT、NA および DA の再取り込み作用を阻害しなかった。 
 
5-HT、NA および DA の再取り込部位に対する AP521 の取り込阻害作用は非常に
弱かった。DA の再取り込阻害部位に対しては、作用しなかった（表 3-4）。 
 
3.3.5.9  モノアミン酸化酵素に対する作用 
表 3-5 モノアミン酸化酵素に対する AP521 の作用 
 
   酵素名   IC50（μmol/L） 
 
MAO-A      > 1,000 
MAO-B      > 1,000 
 
AP521 は、MAO-A および MAO-B に対する阻害作用を示さなかった。 
 
モノアミン代謝酵素に対しても AP521 は阻害作用を示さなかった（表 3-5）。 
 
以上の結果から、AP521 は、代表的な神経伝達物質の受容体に結合性を示さず、
5-HT 受容体サブタイプのうち、5-HT1A、5-HT1B（ラット）、5-HT1D（ヒト）、5-HT5A
および 5-HT7 受容体に結合することが示唆された。 
従来の抗不安薬の作用点であるベンゾジアゼピン受容体、5-HT 再取り込部位お
よび NA 再取り込部位には阻害作用を示さず、MAO 阻害作用も示さなかった。唯
一、5-HT1A受容体にはラット型およびヒト型のいずれに対しても結合性を示し、
AP521 の作用点であると推測された。 
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3.3.5.10  内側前頭前野での細胞外 5-HT 濃度に及ぼす作用 
 
 
図 3-20 ラット内側前頭前野における細胞外 5-HT 濃度に対する AP521 および
タンドスピロンの作用 
AP521（3 および 10 mg/kg, s.c.）およびタンドスピロン（10 mg/kg, s.c.）投与後の内側前頭前
野の細胞外 5-HT をマイクロダイアリシス法により 30 分毎に回収し、回収液中の 5-HT 濃度を
測定した。AP521 は、内側前頭前野の細胞外 5-HT を増加させた。一方、タンドスピロンは、
同部位の細胞外 5-HT を減少させた。値は平均値±標準誤差で示した（n=6-10）。薬物投与前の
3 回分の測定値の平均を 100%とした。MC: 0.5% methyl cellulose。*P<0.05 vs MC。 
 
AP521 は、用量依存的に内側前頭前野における細胞外 5-HT 濃度を増加させた。
特に、10 mg/kg では、最大約 35%の増加を示した。一方、タンドスピロンは、細
胞外 5-HT 濃度を減少させる効果を示した（図 3-20）。このことから、AP521 は前
頭前野に投射している 5-HT 神経系の活動を賦活化し、タンドスピロンは逆に 5-HT
神経系の活動を抑制することが示唆された。 
 
3.3.5.11  SSRI との併用効果（Conditioned fear stress モデルでの freezing） 
AP521 およびシタロプラムは、それぞれ単独ではやや freezing 行動の抑制傾向は
認められたが、コントロールとの差は有意ではなかった。しかし、両者を併用した
場合は、freezing 行動の改善効果が顕著かつ有意であった（図 3-21）。 
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図 3-21 Conditinoed fear stress 試験における AP521 およびシタロプラムの   
併用効果 
AP521（1 mg/kg, p.o.）およびシタロプラム（1 mg/kg, i.p.）の単独投与では、どちらも freezing
行動を抑制しなかった。しかしながら、両者を併用すると、対照群あるいは単独投与群と比較
して有意に freezing 行動を抑制した。 
値は平均値±標準誤差を示す（n=16）。MC：0.5%メチルセルロース、SAL：生理食塩液、
AP：AP521、CIT：シタロプラム。*P<0.05、**P<0.01 vs 比較群（Tukey 検定）。有意水準は
両側 5%とした。 
 
3.3.5.12  SSRI との併用効果（Conditioned fear stress モデルでの内側前頭前野の細胞
外 5-HT 濃度に及ぼす作用） 
SSRI であるシタロプラムの投与により、内側前頭前野の細胞外 5-HT 濃度は、約
300%に増加した。AP521 単剤では、この部位での細胞外 5-HT 濃度増加作用は軽微
であった。しかしながら、AP521 とシタロプラムを併用投与した場合、細胞外 5-HT
濃度は 420％まで上昇した。 
次に、電気ショックをラットに覚えさせた時に記憶のキューとして用いたプラス
チックボールをケージ内に入れると、ラットは freezing 行動を示した。そして、
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freezing 行動を示している時の細胞外 5-HT 濃度は、その前に時間帯よりもさらに
増加し、AP521 とシタロプラムを併用投与した群ではその増加作用は顕著であった
（図 3-22）。 
 
 
 
図 3-22 Conditioned fear stress 負荷状態のラットにおける、AP521 およびシタ
ロプラムの併用投与による内側前頭前野の細胞外 5-HT に及ぼす作用  
値は、平均値±標準誤差（n=16）。灌流開始から 30 分後に、AP521（p.o.）およびシタロプ
ラム（i.p.）を単独あるいは併用投与した。薬物投与 60 分後に、電気ショックのキューである
プラスチックボールを測定用のケージに入れ（グレーの帯がかかっている時間帯）、freezing
行動を起こさせた。プラスチックボールは、30 分間暴露後にケージから取り除いた。AP521
をシタロプラムと併用することにより、mPFC の細胞外 5-HT はシタロプラム単独の場合より
も増加した。また、freezing を引き起こしている時に、mPFC の細胞外 5-HT は増加し、シタロ
プラムあるいは AP521 とシタロプラムの併用により、より 5-HT の増加が顕著となった。MC: 
0.5% methyl cellulose。**P<0.01 vs MC+Saline、Dunnett 検定、†P<0.05 vs AP521+Saline、unpaired 
t 検定。 
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3.3.5.13  学習記憶に対する作用（Morris 水迷路試験） 
 
 
図 3-23 Morris 水迷路試験における逃避潜時に対する AP521、タンドスピロン、
ブスピロンおよびジアゼパムの作用 
コントロール群は、試行を繰り返すにつれ、水迷路中央部にあるプラットフォームにたどり
着くまでの時間が短縮した。AP521（30 mg/kg, p.o.）を施行 60 分前に投与してから施行を行う
ことを繰り返した場合、学習曲線はコントロール群と同様であった。一方、タンドスピロン（30 
mg/kg, p.o.）、ブスピロン（30 mg/kg, p.o.）およびジアゼパム（3 mg/kg, p.o.）を施行 60 分前に
それぞれ投与して試行を繰り返した場合は、いずれもプラットフォームにたどり着くまでの時
間がコントロール群のように短縮せず、3 回目の試行ではコントロール群と比較して有意に延
長した。値は平均値±標準誤差で示した（n=6～8）。*P<0.05、**P<0.01 vs Control、Dunnett 検
定。 
 
各薬物は、セッションの 60 分前に経口投与し、水迷路の様々な場所からトライ
アルを開始した。トライアル時間は 3 分間とし、水迷路中のプラットフォームにた
どり着くまでの時間（潜時）を測定した。セッションは 1 日 1 回行った。コントロー
ルのラットは、セッションを繰り返すごとに潜時が短縮し、3 回目の試行ではほぼ
直線的にプラットフォームに向かうようになった。AP521 は、コントロールラット
と同様に、セッションを繰り返すごとに潜時が短縮した。一方、ジアゼパムは、潜
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時が短縮せず、3 回目のセッションではコントロールと比較して潜時が有意に延長
した。さらに、5-HT1A受容体アゴニストであるタンドスピロンおよびブスピロン
も、3 回目のセッションではコントロール群と比較して潜時が有意に延長した（図 
3-23）。 
3.3.5.14  記憶・学習、筋弛緩作用、協調運動および麻酔増強作用に対する作用 
 
表 3-6 記憶・学習、筋弛緩作用、協調運動および麻酔増強に及ぼす 
AP521 およびジアゼパムの作用 
 
明暗ボックスで、ショックを記憶させた暗室に入るまでの時間、棒につかまらせてよじ登ら
せるまでの時間、Rota-rod で落下せずに回転棒に乗っていた時間およびチオペンタール麻酔に
対する増強作用のいずれの項目において、AP521 は用いた投与量（経口投与）で作用を示さな
かった。一方、ジアゼパムは、抗不安作用を示す 3 mg/kg, p.o.以上の投与量で、いずれの試験
においても作用（学習阻害、筋弛緩、協調運動障害および麻酔増強）を示した。 
 
記憶・学習に対する作用については、passive avoidance 試験により評価した。マ
ウスに AP521 またはジアゼパムを経口投与し、投与 60 分後に明暗箱の明室にマウ
スを入れ、暗室に入った時点で電気ショックを与え、翌日、薬物を投与せずに明室
に入れ暗室に入るまでの潜時を計測した。AP521 は他の試験で効果を示した最高用
量である 10 mg/kg まで潜時に影響を示さなかったが、ジアゼパムは 3 mg/kg で有
Experimental items Animal
Results (mg/kg, p.o.)
AP521 Diazepam
Cognitive function in the
Morris water maze test
Muscle relaxant action
Rota-rod test
Potentiation of anesthesia
Thiopental-induced
Rats No effect Impaired
(1, 3, 10) (10)
Mice No effect Degraded
(3, 10, 30, 100) (3, 10, 30, 60)
Rats No effect Prolonged
(10, 30, 100) (10)
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意な潜時の短縮を示した（表 3-6）。よって、AP521 は記憶・学習に影響を与えな
いが、ジアゼパムは記憶・学習に対して障害を与える可能性が示唆された。 
筋弛緩作用については、マウスを用いた grip tone 試験を行い評価した。薬物を投
与した 60 分後にマウスの前肢を横に渡した棒につかまらせ、マウスが後肢を棒に
かけるまでの時間を計測した。その結果、AP521 は薬効量を大きく超える 100 mg/kg
まで影響を示さなかったが、ジアゼパムは後肢をかけるまでの時間が有意に延長し
た（表 3-6）。よって、AP521 は筋弛緩作用を示さないが、ジアゼパムは筋弛緩作
用を有することが示唆された。 
協調運動障害作用については、rota-rod 試験を行い評価した。マウスを rota-rod
に乗せ、走行の練習をさせた後、薬物を投与し、その 60 分後に再び rota-rod にマ
ウスを乗せた。AP521 群では、3 分間の試行で rota-rod から落下するまでの時間は
コントロール群と変わらなかったが、ジアゼパム投与群では rota-rod の回転に対応
できず落下する個体が多く、コントロール群と比較して rota-rod に乗っていられる
時間が短縮した（表 3-6）。このことから、AP521 は協調運動障害も示さないが、
ジアゼパムは協調運動障害も示すことが示唆された。 
麻酔薬チオペンタールは、ジアゼパムと同じくベンゾジアゼピン受容体に結合し、
GABA による GABAA 受容体刺激を増強することによって麻酔作用を示す。チオペ
ンタールによる麻酔時間に対し、AP521 は延長作用を示さなかったが、ジアゼパム
は有意な麻酔作用の増強を示した（表 3-6）。 
以上から、臨床で報告されているジアゼパムの副作用を評価する動物試験におい
て、ジアゼパムはその作用が確認されたが、AP521 にはそのような作用は確認され
なかった。 
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3.3.6  考察 
AP521 は、Vogel 型コンフリクト試験、高架式十字迷路試験および conditioned fear 
stress 試験というタイプの異なる 3 種類の不安モデルにおいて、抗不安様作用を示し
た。一方、ベンゾジアゼピン受容体アゴニストであるジアゼパムや 5-HT1A受容体ア
ゴニストであるタンドスピロンの効果は全ての不安モデルで効果があるというわけ
ではなかった。 
Vogel 型コンフリクト試験は、飲水の欲求と電気ショックを利用した葛藤モデルで
あり、ベンゾジアゼピン受容体のアゴニストが効くことが知られている（Treit D et al., 
2009）。実際に、ジアゼパムはこの試験で有効であった。AP521 は、0.5 mg/kg から
有意に被ショック数を増加させ、この試験系で抗不安効果を示した。一方、5-HT1A
受容体アゴニストであるタンドスピロンは、この試験で被ショック数の増加は示し
たものの、有意ではなかった（図 3-15）。この結果から、AP521 の抗不安作用はタ
ンドスピロンよりも強く、ジアゼパムと同程度であることが示唆された。 
Conditioned fear stress 試験は、電気ショックの恐怖を条件付けするモデルであり、
SSRI が有効であることが報告されている（Hashimoto et al., 1996; Treit et al., 2009）。
SSRI であるシタロプラムは、この試験系で freezing 行動を抑制し、抗不安作用を示
した。AP521 もこの試験で freezing 行動を抑制し、抗不安作用を示した。タンドス
ピロンも freezing 行動を抑制したが、ジアゼパムは作用を示さなかった。タンドスピ
ロンは、5-HT1A 受容体を介して 5-HT 神経に作用すると考えられ、この評価系では
用量依存的に freezing 行動の抑制効果が認められた。 
高架式受持迷路試験は、前述の 2 つの試験と異なり、恐怖条件付けを行わない本
能的な不安および探索行動の欲求間の葛藤を利用した不安モデルである。AP521 は、
このモデルにおいても open arm での滞在時間および open arm への侵入回数を増加さ
せ、抗不安作用を示した。ジアゼパムも open arm での滞在時間および open arm への
侵入回数を増加させた。一方、タンドスピロンは、open arm での滞在時間延長効果
は示さなかった。タンドスピロンの比較対象群の open arm 滞在時間は、AP521 ある
いはジアゼパムのコントロールと比較して高値を示していた。よって、このことが
タンドスピロンの効果を検出できなかった原因の一つと考えた。しかしながら、
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Dawson ら（1995）は、この試験系では、5-HT1A受容体アゴニストの効果が得られな
い場合と効果が検出できる場合があることを報告している。また、AP521 は、
post-synaptic 部位である mPFC の細胞外 5-HT 濃度を増加させる作用を示したのに対
し、タンドスピロンは同部位の細胞外5-HT濃度を減少させる効果を示した（図 3-20）。
SSR I であるシタロプラムも mPFC の細胞外 5-HT 濃度を増加させる作用を示してい
た。mPFC の 5-HT 伝達を減少させたことが、高架式十字迷路試験でタンドスピロン
の作用が検出できなかった一因の可能性がある。  
AP521 が既存薬と異なり、用いた全てのタイプの異なる動物の不安モデルで抗不
安様作用を示したことから、その作用メカニズムを解明することにした。 
まず、各種受容体に対する結合性を確認した（表 3-2）。AP521 は、ベンゾジアゼ
ピン受容体あるいはGABA受容体などのGABA神経の賦活化に関係する受容体には
結合しないことが明らかになった。また、アセチルコリン受容体あるいはアドレナ
リン受容体にも結合しなかった。これに対し、AP521 は、5-HT1A、5-HT1B、5-HT1D、
5-HT5Aおよび5-HT7受容体といった5-HT受容体サブタイプに対して結合することが
示された（表 3-3）。また、SSRISs の作用点である 5-HT 再取り込部位および NA の
再取り込部位ならびにドーパミンの再取り込部位に結合しなかった（表 3-4）。さら
に、シナプス間隙に放出された 5-HT の代謝を抑制する MAO-A および MAO-B に対
しても阻害作用はなく（表 3-5）、AP521 の作用点はベンゾジアゼピン系抗不安薬あ
るいは SSRI などのモノアミン再取り込阻害薬とは、作用機序が異なることが示され
た。 
BZD が副作用を示す、認知・学習機能、筋弛緩作用および麻酔増強作用について
も調べた。Morris の水迷路試験において、AP521 投与群ではプラットフォーム到達
潜時をコントロールと同様に短縮し、認知・学習機能に影響を与えなかったが、他
の薬剤は到達潜時の遅延を示し、記憶あるいは学習機能に影響を与える可能性が示
唆された。McNaughton および Morris（1992）は、海馬の電気生理学的活動をブスピ
ロンが抑制し、空間ナビゲーションを阻害する可能性を報告した。タンドスピロン
についても、マウスを用いた passive avoidance 法で、前向性健忘を引き起こす可能性
が報告されている（Mendelson SD et al.,1993; Quartermain D et al.,1994）。また、海馬
を用いた電気生理学的な検討では、5-HT1A 受容体アゴニストにより、錐体細胞の
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NMDA 受容体を介した興奮および long term potentiation が抑制されたとの報告もあ
る（Sakai N and Tanaka C, 1993; Edagawa Y et al., 1998）。したがって、ブスピロンおよ
びタンドスピロンによる学習阻害作用は海馬に対する 5-HT1A受容体刺激が影響して
いる可能性が推測される。AP521 はこの試験系で影響を示さなかったことから、詳
細は不明なものの、5-HT1A 受容体に結合しても、受容体に対する作用態度がタンド
スピロンなどとは異なる可能性を考えた。 
AP521 は、協調運動阻害作用、筋弛緩作用あるいはチオペンタールによる麻酔延
長作用なども示さず、BZD 系の抗不安薬で問題になっている副作用は解消できると
考えた。 
AP521 は、いくつかの 5-HT 受容体サブタイプに結合性を有していた。これらの中
で、5-HT1A 受容体はタンドスピロンの作用点としても考えられ、この受容体のアゴ
ニストが抗不安作用を示すことが報告されている（Celada P et al., 2013; Feighner JP 
and Boyer WF, 1989; Miyata S et al., 2007; Moser PC et al., 1990; Rodgers RJ et al., 1994）。 
そこで、5-HT1A 受容体を安定的に発現させたリコンビナント細胞を作製し、この
細胞を用いて 5-HT1A 受容体に対する AP521 のアゴニスト作用を調べた。5-HT1A 受
容体は、Gi/o タンパク質と共役しており、この受容体をアゴニストが刺激すること
により、アデニレートシクラーゼの活性を抑制し結果として cAMP の産生を低下さ
せる作用があると考えられている（Raymond JR et al., 2001）。5-HT1A受容体発現細胞
でのアゴニスト作用を見る方法の一つに forskolin でアデニレートシクラーゼを活性
化した時の cAMP 蓄積に対する作用を見る方法がある（Simonds WF, 1999）。Forskolin 
10 µmol/L 刺激により、cAMP 蓄積は 100 倍以上に増加した。この cAMP 蓄積に対し
て 5-HT1A受容体のフルアゴニストである 5-HT および 8-OH-DPAT は抑制効果を示し
た（図 3-18）。この評価系において、AP521 も抑制効果を示し、10-6 mol/L では 5-HT
あるいは 8-OH-DPAT とほぼ同程度の効果を示した。AP521、5-HT および 8-OH-DPAT
による cAMP 蓄積抑制作用は、5-HT1A受容体アンタゴニストである WAY-100635 に
より拮抗され、forskolin 誘発 cAMP 蓄積に対するこれらの抑制効果は、5-HT1A受容
体を介した作用であることが示唆された。この結果から、AP521 は 5-HT1A受容体に
対してフルアゴニストとして作用する可能性が示唆された。 
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ここまでのデータからは、AP521 は 5-HT1A受容体に対するアゴニストとして作用
することが示唆されたが、不安モデルでの作用の違いを見ると、5-HT1A 受容体アゴ
ニストであるタンドスピロンとは 5-HT1A受容体に対する作用に何らかの違いがある
と考えた。そこで、AP521 およびタンドスピロンが作用する 5-HT 作動性神経に対す
る両者の作用を比較することにした。5-HT 作動性神経は、中脳縫線核に細胞体を持
ち、前頭葉皮質、海馬および扁桃体などの脳の各部位に投射している（Iverson SD, 
1984）。中脳縫線核には、5-HT1A 受容体が存在してオートレセプターとして機能して
おり、5-HT 作動性神経が興奮すると細胞体および細胞体付近の樹状突起や
interneuron などから放出された 5-HT により活動性が抑制される（Colgan LA et al., 
2009, 2012; Hery F et al., 1986）。5-HT1A受容体に対するアゴニストである 8-OH-DPAT
およびタンドスピロンは、背側縫線核の自発発火を抑制する作用が報告されている
（Gobert A et al., 1995; Sprouse JS and Aghajanian GK, 1986）。  
そこで、5-HT 作動性神経の活動性を見る指標として、縫線核から投射した 5-HT
作動性神経終末部から放出される 5-HT の濃度を測定し、5-HT 作動性神経の活性と
して捉えることにした。5-HT 作動性神経の投射している脳部位で不安に関連してい
る部位の一つとして前頭葉皮質の内側前頭前野（mPFC）が挙げられる。Morgan ら
（1993）は、mPFC を破壊すると、不安の消去が抑制されると述べており、また、
conditioned fear stress 環境下では、mPFC で細胞外 5-HT が増加していることが報告さ
れている（Inoue T et al., 1993, 1994）。そこで、不安の制御に mPFC が重要と考え、
mPFC における細胞外 5-HT 濃度の変化を測定した。AP521 は細胞外 5-HT 濃度を用
量依存的に増加させたが、タンドスピロンは逆に細胞外 5-HT 濃度を減少させた（図 
3-20）。タンドスピロンの結果は、既報と同様であったが（Yoshino T et al., 2002）、
AP521 の作用は、5-HT1A 受容体のアゴニストであるタンドスピロンとは逆方向であ
り、リコンビナント細胞でアゴニスト活性を示した結果とは矛盾した。 
SSRI は mPFC などの 5-HT 作動性神経の post-synaptic 部位で放出された 5-HT の再
取り込を阻害し、シナプス間隙の 5-HT 濃度を高める。しかし、この時、SSRI によっ
て縫線核での細胞外 5-HT 濃度も高められ、pre-synaptic に存在する 5-HT1A受容体も
刺激する。その結果、5-HT 作動性神経の活動性は抑制され、post-synapti 部位で放出
される 5-HT の量が低下してしまう。SSRI の治療効果は、投薬開始数週間経たない
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と現れてこないと言われているが、このようなメカニズムがその一因として考えら
れている（Arborelius L et al., 2000; Blier P, 2001; Gardier AM et al., 1996）。実際に、
5-HT1A受容体に対してアンタゴニスト作用を持つ（−）-ピンドロールを SSRI と併用
すると、SSRI の抗うつ効果発現作用を増強するという報告がある（Whale R et al., 
2010）。これは、pre-synaptic 5-HT1A 受容体によるネガティブフィードバックを（−）
-ピンドロールが抑制したことにより、5-HT 作動性神経の活動性低下を抑え、シナプ
ス間隙の 5-HT が効率的に増加したためと考えられている。SSRI の治療を続けるこ
とにより、徐々に効果が現れてくる理由も、pre-synaptic に存在する 5-HT1A受容体が
脱感作することにより、5-HT 神経の活動抑制が解除されると考えられている。 
そこで、AP521 と SSRI であるシタロプラムを併用した場合の効果を調べた。AP521
およびシタロプラムをそれぞれ、単独では十分な効果の出ない投与量で組み合わせ
て conditioned fear stress 試験でその効果を検討した。その結果、AP521 とシタロプラ
ムは単独では顕著な freezing 行動の抑制効果が認められなかったが、併用することに
より、freezing 行動の抑制効果が現れた（図 3-21）。この結果から、AP521 はマイク
ロダイアリシスで得られていた結果に反映されていたように、5-HT 作動性神経の活
動を抑制せず、むしろその活動を促進すると考えた。AP521 がシタロプラムの作用
を増強する可能性としては、pre-synaptic 5-HT1A受容体に対してアンタゴニストとし
て作用し、シタロプラムによる縫線核での 5-HT 増加による pre-synaptic 5-HT1A受容
体刺激を抑制する作用を持つことが考えらえる。ただし、5-HT1A 受容体を発現した
リコンビナント細胞で AP521 がアゴニスト作用を示したことから、post-synaptic 
5-HT1A 受容体に対してアゴニストとして作用し、シタロプラムによる post-synaptic
部位に存在する 5-HT 受容体の刺激作用にその効果を付加したと考えた。しかしなが
ら、前者の効果に関しては、細胞での結果と矛盾が生じる。 
そのため、実際に mPFC での細胞外 5-HT 濃度が AP521 とシタロプラムを併用す
ることでどのように変化するか調べた結果、図 3-22 に示すように、mPFC の細胞外
5-HT 濃度はそれぞれの単独投与に比して増加した。さらに、conditioned fear stress
状況下では、mPFC の細胞外 5-HT 濃度はストレス負荷前と比較して増加し、シタロ
プラムによる増加作用あるいは AP521 の併用効果もストレス負荷前よりも増加した。
このようなストレス条件下では、5-HT 神経の神経伝達が増強しており、SSRI により
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その神経伝達がさらに増強されることが示唆された。Freezing 行動の抑制作用は、
AP521 とシタロプラムを併用した場合に最も効果が高かった。mPFC における細胞
外 5-HT 濃度を見ると、併用時かつ freezing 行動を起こしている際に最も高くなって
いたことから、ストレス負荷された場合に、5-HT作動性神経の活性が亢進するのは、
ストレスに対する対応を取っていると考えられ、AP521 あるいはシタロプラムのよ
うな SSRI は、そのような 5-HT 神経の活動性を亢進させることで、ストレスに対す
る対処を補助していると考えた。 
これらの結果より、AP521 はジアゼパムあるいはタンドスピロンのような抗不安
薬とは異なる特徴を持つ抗不安薬であり、その作用メカニズムとしては 5-HT1A受容
体に対するアゴニストと考えられるが、5-HT 神経の活動性を抑制しない点がタンド
スピロンと異なる。この理由として、AP521 が pre-synaptic 5-HT1A受容体に対し、ア
ンタゴニストあるいは内活性の弱いパーシャルアゴニストとして作用する可能性を
考えた。そこで、Vogel 型コンフリクト試験において、AP521 投与前に 5-HT1A 受容
体拮抗薬である NAN-190 を投与して、post-synaptic 5-HT1A受容体の関与を調べたと
ころ、NAN-190 は AP521 による被ショック数の増加を抑制し、AP521 の作用発現に
は、post-synaptic 5-HT1A受容体の関与が示唆された（データは示していない）。 
AP521 が、post-synaptic 5-HT1A 受容体に対するアゴニストとして働くとすると、
pre-synaptic 5-HT1A受容体に対してもアゴニストとして作用する可能性があるが、実
際には mPFC での 5-HT 神経伝達を賦活化する作用を示しており、pre-synaptic 5-HT1A
受容体に対してはむしろアンタゴニスト様に作用することが示唆された。この矛盾
点に関する説明は難しいが、可能性としては 5-HT1A受容体に共役している G タンパ
ク質が部位によって異なることが関係していると考えた。Mnnoury la Cour ら（2006）
は、ラットでは、部位により 5-HT1A受容体に共役している G タンパク質のタイプが
異なり、5-HT1 受容体サブタイプ非選択的なアゴニストである 5-carboxytryptamine に
よる[35S]-GTPγSの結合が脳部位により異なっていることを報告している。すなわち、
共役している G タンパク質の違いでその受容体に対するリガンドの作用態度が異な
る可能性を示している。 
もう一つの可能性は、AP521 が結合する他の 5-HT 受容体サブタイプが関与するこ
とである。5-HT1B受容体のアンタゴニストである SB-616234-A は、ラットあるいは
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モルモットの幼弱仔で ultrasonic vocalization 法により抗不安効果を示した。 
以上、不明な部分も多いが、AP521 は、図 3-24 の模式図に示すように、pre-synaptic 
5-HT1A 受容体に対してはアンタゴニスト様に作用して 5-HT 含有神経の活動抑制作
用を阻害することにより 5-HT 神経の神経伝達を賦活化し、post-synaptic 5-HT1A受容
体に対してはフルアゴニストとして作用することにより抗不安効果を発揮する可能
性が示唆された。 
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図 3-24 AP521 の推定機序 
 
1. 無処置の場合：5-HT 神経の興奮により神経終末から 5-HT が放出され、post-synaptic 
5-HT1A受容体を刺激するとともに、縫線核にある細胞体部からも 5-HT が放出され、
pre-synaptic 5-HT1A受容体も刺激する。Pre-synaptic 5-HT1A受容体刺激により、5-HT 神経
の活動は抑制される。これにより、post-synaptic 5-HT1A受容体の刺激も減少する。 
2. AP521 処置の場合：AP521 は、おそらく pre-synaptic 5-HT1A受容体に対し、アンタゴニ
ストとして作用し、5-HT 神経が興奮した場合に通常であれば pre-synaptic 5-HT1A受容体
を介して起こす制御に対し拮抗し、5-HT 神経の興奮状態を持続させる。また、同時に
post-synaptic 5-HT1A受容体を刺激する。 
3. SSRI 処置の場合：SSRI は、5-HT 神経から放出された 5-HT の神経終末あるいは縫線核
の細胞体部での再取り込みを阻害する。これにより、シナプス間隙の 5-HT 濃度を上昇
させ、post-synaptic 5-HT1A受容体などを刺激する。一方、縫線核の細胞体近傍において
も、再取り込阻害により 5-HT 濃度が増加し、pre-synaptic 5-HT1A受容体を刺激すること
で 5-HT 神経の活動性を抑制する。 
4. AP521+SSRI処置の場合：SSRIがシナプス間隙および縫線核の 5-HT濃度を増加させる。
Pre-synaptic 5-HT1A受容体刺激により 5-HT 神経の活動が抑制されるが、AP521 が
pre-synaptic 5-HT1A受容体に対し、アンタゴニスト様に作用することにより、pre-synaptic 
5-HT1A受容体を介した 5-HT 神経活性の抑制作用が解除される。5-HT 神経の活動性は抑
制されず、5-HT の放出が続きかつ神経終末での 5-HT 再取り込が抑制されることにより、
： Anxiolytic / antidepressive effect
： Negative feedback
5-HT neuron
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post-synaptic 5-HT1A受容体を含めた post-synapticに存在する 5-HT受容体刺激が増強する。
これによって、抗不安作用が増強する。 
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3.3.7  結論 
 AP521 は、強い抗不安作用を様々な状態の不安モデルで発揮し、広いスペクトラム
を有する抗不安薬となることが期待される。その作用メカニズムの詳細は不明である
が、5-HT1A 受容体などの 5-HT 受容体サブタイプに結合し、5-HT 作動性神経の活動性
を賦活化することによると考えた。タンドスピロンのように、5-HT 神経系に対して
抑制作用を有する薬剤とは異なるユニークな作用メカニズムである可能性が示され
た。 
5-HT 神経系は様々な神経系と協調し、制御して総合的な脳の活動を制御している
と思われる。その制御バランスが崩れることが不安障害やうつ病といった気分障害の
一因とすれば、崩れたバランスを改善させる薬剤は有用である。不安な状態に対応す
るためには、内側前頭前野での 5-HT 伝達が増加することが重要と推測され、AP521
は 5-HT 神経系の活性を賦活化させて 5-HT 伝達を増加させることにより、神経系の
バランスを整えて抗不安効果を発揮すると考えた。 
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4. 総論 
本研究では、外界の感覚刺激を受容する際の神経処理機構として、ウシガエルを
用い、味物質受容体を発現している味細胞の味神経支配を調べた。ウシガエルの味
物質受容体は、10 mM NaCl など低濃度の塩存在下で抑制される塩感受性受容体と
抑制されない塩非感受性受容体に分類できる（Yoshii K et al., 1981）。本研究の結
果から、塩感受性受容体を持つ味細胞と塩非感受性受容体をもつ味細胞は、それぞ
れ異なる電気生理学的性質をもつ味神経線維によって支配されることが分かった。
味神経線維の全長において、この電気生理学的性質の相違が生じているのか、ある
いは味覚器近傍でのみ異なるのかは不明である。しかし、これら 2 群の味物質受容
体が検出した味情報をそれぞれ脳へ送る味神経線維は、少なくとも味覚器周辺では
異なる電気生理学的性質を発現していることが分かった。本研究結果から、私は、
生体は味神経線維の分化を調整することで、味物質受容体の支配を変更し、脳へ送
る味情報を調整すると考えた。 
生体は味覚に加え，多様な感覚刺激を受容する。総合的な感覚刺激であり、生体
にとって不快な刺激であるストレス刺激においては、神経伝達物質である 5-HT の
役割が重視される。そこで、本研究では、5-HT1A受容体を介した 5-HT 神経の調節
機構を調べた。その結果、ストレス条件下で内側前頭前野の細胞外 5-HT 濃度が増
加し、SSRIおよびSSRIとAP521の併用はストレス条件下での内側前頭前野の 5-HT
濃度をさらに増加させた。ストレスによって生じる不安行動は、SSRI により抑制
された。SSRI と AP521 の併用は、さらに強い抑制効果を示した。また、AP521 に
は SSRI のような 5-HT 取り込阻害作用はないため、pre-synaptic 5-HT1A受容体を介
した 5-HT 神経の自己抑制作用を阻害していると推測した。つまり、ストレス刺激
に対応して 5-HT 神経系の活動性が亢進してストレスにより生じた不安を抑制し、
この反応をAP521が pre-synaptic 5-HT1A受容体機能を阻害することで増強すると推
測した。また、5-HT 神経系の活動性に対し pre-synaptic 5-HT1A受容体刺激による自
己抑制の寄与が大きいと考えた。他の感覚においても、感覚刺激に対しより良い対
応を取れるような脳内の信号処理の制御機構が働き、各制御機構に対応して特定の
受容体が調節すると考えた。 
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従来、不安やうつ状態を引き起こすようなストレス刺激に対して、生体は脳内の
神経伝達物質受容体に対する伝達強度を変化させることで対応するとされてきた。
しかし、私は本研究、特に味神経応答に関する研究から、過度なストレス刺激を避
けるために、生体は受容に関わる各種末梢の感覚受容器に対する神経支配や、脳内
における神経支配受容体の神経支配を変更すること、すなわち可塑的神経支配を行
うことで、ストレスの程度を減少させると考えた。 
以下の報告は、私の考えと矛盾しない。うつ病などのストレスが原因となる精神
疾患では、脳の神経活動が変化することにより、シナプスに変化が生じる
（Timmermans W et al., 2013; Yan D et al, 2011; Zhou Q et al, 2004）。この過程では、
受容体などの神経機能に関わる制御因子が変化するだけでなく、神経線維が棘突起
を退縮させるなどの器質的な変化も起こす。このような変化には、神経活動の変化
に伴い、グルココルチコイドなどのホルモンおよび神経成長因子などの分泌が変化
することが影響している（Blugeot A et al., 2011; Timmeremans W et al., 2013）。感覚
情報の受け手である神経回路に変化が生じると、感覚刺激の入力に対する制御も変
わる可能性がある。さらには、感覚器である受容体あるいは感覚器を支配する神経
線維自体にも何らかの器質的な変化を生じさせるかもしれない。例えば、嗅覚の受
容に関わる嗅球では、慢性的なストレスを与えることにより嗅球が縮小するという
報告がある（Yan D et al., 2011）感覚受容の対応によっては、受容器を支配する神
経線維が動的に変化し、場合によっては神経線維の分化にも影響を及ぼす可能性は
考えられる。 
このような神経支配の変更は、うつ状態を引き起こすような刺激に対する抑制的
な信号処理ばかりでなく、感覚をより鋭敏にする正のフィードバックに利用されて
いるかもしれない。例えば、ある味覚に対して非常に鋭敏に感知するようになる場
合、あるいは好ましい刺激を強化し、うつ状態に陥ることを防ぐことにも使われる
という可能性である。したがって、積極的に神経支配を変更する薬剤を開発できれ
ば、より強力にストレス刺激の抑制が可能となり、うつや不安障害の状態へ陥る前
に、予防が可能になるかもしれない。本研究がそのような薬剤の開発に繋がること
を期待したい。 
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